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Hannover 2006

N
ic

o
le

 W
er

n
er

-K
ei

šs
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1. EINLEITUNG 

 

Das Virus der Bornaschen Krankheit (Borna disease virus, BDV) ist ein behülltes, 

negativ-strängiges 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 (Übersichten 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 für 

BDV-Infektionen empfänglich. Die geographische Verbreitung des BDV ist ebenfalls 

sehr viel größer 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 mögliche Rolle als Zoonose werden nach 

wie vor kontrovers diskutiert (Übersichten 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 (Übersichten bei RICHT und ROTT, 2001; DE LA TORRE, 2002 a, b).  

Die experimentelle Infektion von adulten Lewis-Ratten mit dem BDV führt 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 

Hypersensibilitätsreaktion vom verzögerten Typ ausgelöst. 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 können sowohl für 

Untersuchungen der immunpathogenen Prozesse als auch zur Erforschung viraler 

Replikations- und Persistenzmechanismen und Virus-Wirts-Beziehungen auf 

zellulärer Ebene genutzt werden (STITZ et al., 2002, DE LA TORRE, 2002 b).  

 

Bisher ist über die Ausbreitungsmechanismen des BDV im ZNS nur wenig bekannt; 

wesentliche Erkenntnisse zum Verständnis der Regulation der Virusreplikation und -

persistenz des BDV in vivo liegen derzeit nur unzureichend vor. Zunächst führten 

verschiedene Beobachtungen zu der Hypothese, dass das BDV sich im ZNS in Form 

von nicht behüllten 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) für die Virusausbreitung notwendig sind (BAJRAMOVIC 

et al., 2003). Weiterhin spielt das Glykoprotein des BDV eine entscheidende Rolle für 

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 für 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 Verständnis der Ausbreitung, Replikation und Persistenz des BDV im ZNS 

beitragen. 

Für die biologische Aktivität des BDV-GP ist seine proteolytische Spaltung durch 

Subtilisin-ähnliche 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 möglichen 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 über 

einen bestimmten Infektionszeitraum hin zu untersuchen. Die Studien wurden mit 

Hilfe der Immunhistologie und der in situ-Hybridisierung durchgeführt. 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 zelluläre Lokalisation einiger SPCs im Gehirn adulter Lewis-

Ratten sollte ebenfalls immunhistologisch dargestellt werden, um mögliche 

Kolokalisationen mit dem Expressionsmuster des BDV-GP zu dokumentieren. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studien können somit zu einem besseren 

Verständnis der Virus-Wirts-Beziehung beitragen und Aufschluss über mögliche 

Regulationsmechanismen von Virusausbreitung, -replikation und –persistenz des 

BDV geben. 
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2. LITERATURÜBERSICHT 

 

2.1 BORNASCHE KRANKHEIT UND INFEKTION MIT DEM BDV 

 

Die Bornasche Krankheit ist seit ca. 200 Jahren bekannt und wurde zunächst 

unterschiedlich benannt, zum Beispiel „Hitzige Kopfkrankheit der Pferde“ 

(AUTENRIETH, 1813, zitiert nach ZWICK, 1939), „Halbakute Gehirnentzündung“ 

(WÖRZ, 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 

intranukleärer Einschlußkörperchen erste Hinweise auf eine Virusätiologie (JOEST 

und DEGEN, 1909, 1911). 

 

2.1.1 Vorkommen und geographische Ausbreitung 

 

Die BD gilt nur für 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 für 

Deutschland (HERZOG et al., 1994), die Schweiz (METZLER et al., 1979), 

Liechtenstein und Österreich (SUCHY et al., 1997; WEISSENBÖCK et al., 1998) 

beschrieben. Inzwischen weisen die Ergebnisse verschiedener Studien darauf hin, 

dass eine Seroprävalenz bei klinisch gesunden Pferden nahezu weltweit existiert, 

zum Beispiel in ganz Deutschland, der Schweiz, Liechtenstein, der Türkei, 

Frankreich, Österreich, 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 Antikörper führen (MÜLLER-DOBLIES et al., 2004). 
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Die natürliche BDV-Infektion tritt aber nicht nur bei Pferden und Schafen auf, sondern 

konnte auch bei einem Hund (WEISSENBÖCK 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; 

DÜRRWALD, 1993), Ziegen (IHLENBURG, 1962; DÜRRWALD, 1993), einem Luchs 

(DEGIORGIS et al., 2000) und Zootieren wie Lamas, Alpakas, Zwergflußpferden, 

Faultieren und Varis (ALTMANN et al., 1976; SCHÜPPEL et al., 1994, 1995) 

nachgewiesen werden.  

Bei Katzen mit dem klinischen Bild der „staggering disease“ sollen BDV-spezifische 

Antikörper im Serum und virusspezifische Antigene im Gehirn detektierbar sein 

(LUNDGREN et al., 1993, 1995 a; NOWOTNY und WEISSENBÖCK, 1995; JAUNIN 

et al., 1998). Aus den Gehirnen betroffener Katzen konnte zudem infektiöses 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 WEISSENBÖCK, 1995; HERZOG und 

HERDEN, persönliche Mitteilung). 

Experimentell lässt sich das BDV auf Ratten (NARAYAN et al., 1983 a, b), Mäuse 

(KAO et al., 1984; SCHILKEN, 1990; RUBIN et al., 1993; HALLENSLEBEN et al., 

1998), Hamster (ANZIL et al., 1973), Spitzhörnchen (SPRANKEL et al., 1978), 

Gerbils (WATANABE et al., 2001, 2003), Kaninchen, Meerschweinchen (ZWICK und 

SEIFRIED, 1925), Hühner (ZWICK et al., 1927; LUDWIG et al., 1973) und 

Rhesusaffen (ZWICK et al., 1939; STITZ et al., 1980) übertragen. 

 

Weiterhin konnte in Seren und Zerebrospinalflüssigkeit von Humanpatienten mit 

bestimmten psychiatrischen Krankheitsbildern virusspezifische Antikörper 

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 für die gleichen Proben erzielt, was 

die Relevanz der serologischen Befunde bei Humanpatienten in Frage stellt 

(NÜBLING et al., 1999). Zudem weisen humane Antiseren eine unerwartet niedrige 

Avidität zu BDV-spezifischen Antigenen auf (ALLMANG et al., 2000). In neueren 

Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass einige humane Antikörper spezifisch für 
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bestimmte BDV-Proteine sind und diese mit hoher Affinität binden (BILLICH et al., 

2002; SCHWEMMLE und BILLICH, 2004). Die Mehrheit der humanen BDV-

spezifischen Antikörper weist jedoch auch hier eine niedrige Avidität auf. Zum 

Nachweis von viralem Antigen und virusspezifischer RNA in peripheren 

Blutmonozyten und im Gehirn psychisch kranker Patienten liegen ebenfalls 

kontroverse Daten vor. Während 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 c, 1997 a, b; LIEB et al., 

1997; KIM et al., 1999; BACHMANN et al., 1999). Berichte über die Isolierung von 

infektiösem 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 Laborstämme des BDV handelt (SCHWEMMLE et al., 

1999; STAEHELI et al., 2000). Dies wurde inzwischen durch weitere 

Untersuchungen bestätigt (PLANZ et al., 2003).  

Aufgrund dieser Ergebnisse muss die Bedeutung potenzieller Humaninfektionen mit 

dem BDV oder einem verwandten Agens durch weitere Untersuchungen geklärt 

werden. Die serologischen Daten weisen jedoch darauf hin, dass humane 

Infektionen nicht völlig ausgeschlossen werden können. 

 

2.1.2 Klinik  

 

Die klinischen Symptome der Bornaschen Krankheit unterscheiden sich je nach 

Tierart. So verläuft die persistierende BDV-Infektion des ZNS bei einigen Spezies wie 

Hamstern und bestimmten Ratten- und Mausstämmen klinisch inapparent (ANZIL et 

al., 1973; HERZOG et al., 1991; HALLENSLEBEN et al., 1998).  

Bei Ratten variiert das klinische Bild außerdem je nach verwendeter Viruspräparation 

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 Aggressivität, Hyperaktivität, Desorientierung, Ataxie und bei einigen Tieren 

auch Paralysen zu beobachten. Außerdem können Überreaktionen auf minimale 

äußere Reize, Priapismus und zum Teil auch übermäßiger 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 können aber auch Paresen und Paralysen der 

Hintergliedmaßen (BIESENBACH et al., 1990; BIESENBACH, 1994) oder eine 

Obesitas (NARAYAN et al., 1983b; KAO, 1985; KOMPTER, 1987; BREDTHAUER et 

al., 1990; GOSZTONYI 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 

auffällige klinische Symptome (HIRANO et al., 1983; NARAYAN et al., 1983 a), es 

lassen sich aber Störungen 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 Mäusen konnten zunächst 

trotz BDV-Persistenz keine klinischen Symptome beobachtet werden (ANZIL et al., 

1973; KAO et al., 1984). Die Verwendung einer mäuseadaptierten BDV-Präparation 

zur Infektion adulter Mäuse führte jedoch bei einigen Mausstämmen zu Enzephalitis 

mit geringgradiger klinischer Symptomatik (RUBIN et al., 1993). Nach Inokulation von 

BDV bei neonatalen Mäusen treten bei entsprechender Empfindlichkeit des 

verwendeten Mausstammes typische zentralnervöse Symptome auf, die Tiere zeigen 

gesträubtes Fell, Gewichtsverlust sowie eine abnormale Körperhaltung 

(HALLENSLEBEN et al., 1998).  

Spitzhörnchen entwickeln nach experimenteller Infektion Störungen im 

Sozialverhalten, wobei eine Viruspersistenz sowie dezente histopathologische 

Veränderungen 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; 

Übersichten bei HEINIG, 1969; DANNER, 1982; ROTT und BECHT, 1995).  

 

Die Inkubationszeit nach natürlicher 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 Störungen des Verhaltens, der Sensibilität und 

der Mobilität (SCHMIDT, 1912, 1952; ZWICK et al., 1927; ZWICK, 1939; HEINIG, 

1969; LUDWIG et al., 1985; DÜRRWALD 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). Über 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; DÜRRWALD 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). Häufiger 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 Störungen der Tränkeaufnahme. Kopfschiefhaltung und starrer Blick können 

ebenfalls auftreten, die neurologischen Ausfallserscheinungen sind weniger 

ausgeprägt als beim Pferd. Im Endstadium kommt es zu Abmagerung und 

Exsikkose, und schließlich auch zum Festliegen (HIEPE, 1958; LUDWIG et al., 1988; 

BODE et al., 1994; ROTT und BECHT, 1995). Infolge einer natürlichen Infektion 

kann es bei Schafen aber auch zur Persistenz des BDV kommen (VAHLENKAMP et 

al., 2002). 
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2.1.3 Pathologisch-anatomische und histopathologische 

Veränderungen 

 

Als einziger pathologisch-anatomischer Befund ist bei BDV-infizierten Ratten zu 

späten Zeitpunkten p.i. regelmäßig 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 natürlich infizierten Pferden kann bei 

chronischem Verlauf der BD ebenfalls ein Hydrocephalus internus auftreten. Außer 

einem geringgradigen Ödem und Hyperämie der Leptomeninx sind beim Pferd keine 

weiteren pathologisch-anatomischen Befunde vorhanden (DEXLER, 1900; ZWICK, 

1939; HEINIG, 1969; KATZ et al., 1998). 

 

Histopathologische Veränderungen sind bei natürlich oder experimentell infizierten, 

an BD erkrankten Tieren gleichermaßen vorhanden und vor allem im ZNS und der 

Retina zu beobachten (Übersichten bei BIESENBACH, 1994; GOSZTONYI und 

LUDWIG, 1995; ROTT und BECHT, 1995, RICHT et al., 2000, 2006). Man findet 

eine nichteitrige Poliomeningoenzephalitis und Myelitis mit perivaskulären und 

parenchymalen mononukleären Infiltraten (JOEST und DEGEN, 1911; GOSZTONYI 

und LUDWIG, 1984; DESCHL et al., 1990; BILZER, 1995). Die intranukleären 

azidophilen Joest-Degenschen Einschlußkörperchen sind pathognomonisch für 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 Einschlußkörperchen sind virusspezifisches Antigen und 

virale RNA nachweisbar (GOSZTONYI et al., 1991, 1993; GOSZTONYI und 

LUDWIG, 1995). 

 

Bei experimentell infizierten Ratten ist die Lokalisation entzündlicher Veränderungen 

von der verwendeten Viruspräparation und dem Ort der Inokulation abhängig. Der 

Beginn klinischer Symptomatik korreliert mit dem Auftreten entzündlicher Läsionen 

im Gehirn. Die Gehirnregionen, in denen bei adulten, intrazerebral BDV-infizierten 

Lewis-Ratten vorwiegend entzündliche Veränderungen auftreten, sind der 

Hippocampus, der Thalamus, der Bulbus olfactorius, der Cortex cerebri, Nucleus 
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caudatus, sowie periventrikuläre 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 Abhängigkeit von der verwendeten Viruspräparation 

können 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 Ausdünnung des Gyrus dentatus 

mit Verlust von Ganglienzellen zu beobachten. Auch im Cerebellum können 

degenerative Veränderungen wie Verlust von Purkinje-Zellen, Hypoplasie und eine 

Ausdünnung der Molekularschicht sowie der inneren Granularzellschicht auftreten. 

Zusätzlich tritt eine reaktive Astrogliose auf. Entzündliche Infiltrate sind im Gehirn nur 

sehr vereinzelt vorhanden. Im Rückenmark, der Retina, dem peripheren und 

autonomen Nervensystem sowie in den Organen sind keine entzündlichen oder 

degenerativen Veränderungen festzustellen (NARAYAN et al., 1983 b; MORALES, 

1988; PLETNIKOV et al., 2002). 

Mäuse entwickeln nur dann eine nichteitrige Meningoenzephalitis, wenn sie als 

Neonaten infiziert werden. Adult BDV-infizierte Mäuse zeigen keine 

histopathologischen Veränderungen im Gehirn (RUBIN et al., 1993; 

HALLENSLEBEN et al., 1998). 

Nach experimenteller BDV-Infektion kommt es auch zu histopathologischen 

Veränderungen der Retina. Bei adulten Lewis-Ratten kann eine nichteitrige Retinitis 

mit progressiver Zerstörung der Photorezeptoren und der Körnerschicht beobachtet 

werden, was zu einer Erblindung der Tiere führt (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 können neben der nichteitrigen 

Poliomeningoenzephalomyelitis Ganglienzellnekrosen, Neuronophagie und 

Satellitose auftreten, sind aber nicht prominent. Bei einigen natürlich infizierten 

Pferden wird ein massiver Verlust der Pyramidenzellschichten im Hippocampus mit 

begleitender reaktiver Astrogliose beobachtet (HERDEN, persönliche Miteilung). Eine 

ausgeprägte reaktive Astrogliose tritt beim Pferd regelmäßig in allen Arealen mit 

entzündlichen Veränderungen auf. Interessanterweise kommt es auch beim Pferd 

nicht zu Demyelinisierungen (GOSZTONYI und LUDWIG, 1984). Obwohl auch bei 
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Pferden mit BD häufig eine Erblindung eintritt, sind in der Retina keine 

histopathologischen Veränderungen zu beobachten (HERDEN et al., 1999).  

 

2.1.4 Pathogenese  

 

2.1.4.1 Virusausbreitung 

 

Die natürliche Übertragung 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 mögliche Eintrittspforte für das BDV stellt der 

Nervus trigeminus dar (BILZER et al., 1995). Es wurde nachgewiesen, dass neonatal 

infizierte Ratten, welche BDV über Tränenflüssigkeit, Speichel und Urin ausscheiden, 

andere Ratten durch Kontakt infizieren können (NITZSCHKE, 1963; MORALES et 

al., 1988; RICHT et al., 1993 b; STITZ et al., 1998; SAUDER et al., 2003). Die 

Virusausscheidung insbesondere über den Urin sowie bestimmte epidemiologische 

Parameter führen zu der Annahme, dass Nager möglicherweise ein natürliches 

Reservoir des BDV darstellen. So können auch neonatal infizierte, immuntolerante 

Ratten, die nicht klinisch erkrankt sind, BDV über den Urin auf Käfiggenossen 

übertragen (Übersicht bei STAEHELI et al., 2000; SAUDER und STAEHELI, 2003). 

Kürzlich konnte erstmals BDV bei wildlebenden Spitzmäusen 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 zunächst 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 

infektiöses Virus in hohen Konzentrationen in der Zerebrospinalflüssigkeit, 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 Infektiosität nachgewiesen (NARAYAN et al., 1983 b).  

 

Der Nachweis von BDV-spezifischem Antigen sowie viraler RNA im ZNS belegt den 

ausgeprägten Neurotropismus des BDV. In zahlreichen Studien an experimentell und 

spontan infizierten immunkompetenten Tieren wurden Virusantigene und BDV-RNA 

ausschließlich 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; GOSZTONYI und LUDWIG, 1995; ROTT und BECHT, 1995; 

BILZER et al., 1996). Dabei ließ 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, lässt sich eine 

Virusausbreitung in alle Organe außer in periphere Blutzellen, hämatopoetische 

Knochenmarkszellen, lymphatische Organe, Endothelzellen, Keim- und 

Knorpelzellen beobachten (HERZOG et al., 1984; MORALES et al., 1988). 

 

Bei an BD erkrankten Pferden konnte in einigen Fällen infektiöses Virus aus 

Tränendrüsen und der Parotis isoliert werden (HERZOG, persönliche Mitteilung), und 

auch in Tränen- und Nasensekret und Speichel solcher Tiere wurde virusspezifische 

RNA nachgewiesen (LEBELT und HAGENAU, 1996). Dies gelang ebenso bei 

einigen seropositiven, klinisch unauffälligen Pferden (RICHT et al., 1993 b). 

Infektiöses BDV und Virusantigen sind bei einem Großteil 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). 

Infektiöses Virus war hier ausschließlich aus neuronalem Gewebe natürlich infizierter 

Pferde isolierbar, und weder in Speichel noch in Tränenflüssigkeit 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 könnten eine Rolle bei der Übertragung 

des BDV spielen (RICHT et al., 2006). 
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2.1.4.2 Immunpathogenese 

 

BD wird durch eine virusinduzierte, immunpathologische Reaktion ausgelöst 

(Übersicht bei STITZ, 2002). Nicht immunkompetente bzw. immunsupprimierte Tiere 

weisen zwar nach intrazerebraler Inokulation mit BDV hohe Antikörpertiter auf, die 

Infektion verläuft jedoch persistierend und trotz eines hohen Virusgehaltes ohne 

klinische Anzeichen einer BD. Histopathologisch sind allerdings durchaus 

degenerative Veränderungen 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 

Übertragung von Milzzellen immunkompetenter, BDV-infizierter Spendertiere auf 

immuninkompetente Tiere werden sowohl klinische BD als auch entzündliche 

Läsionen des ZNS hervorgerufen (NARAYAN et al., 1983 a, b; STITZ et al., 1989). 

Werden Seren der BDV-infizierten Spendertiere übertragen, 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 Entzündungszellpopulation wurde zunächst 

bei experimentell infizierten Lewisratten näher charakterisiert. Die Infiltrate bestehen 

aus Makrophagen und T-Lymphozyten (CD4+ und CD8+), zu späteren Zeitpunkten 

p.i. sind vermehrt Plasmazellen sowie B-Lymphozyten zu finden. Dabei sind 

Makrophagen bzw. aktivierte Mikrogliazellen und CD4+-Lymphozyten über den 

gesamten Zeitraum der BDV-Infektion dominant, während 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). 

Während der BDV-Infektion ist MHC-I–Antigen nicht nur auf Entzündungszellen, 

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 entzündlich 

verändert sind, ist eine allgemeine Aufregulierung während der BDV-Infektion zu 

vermuten (RICHT et al., 1990; STITZ et al., 1995). Dabei stimmt die Verteilung von 

MHC-I und -II im Gehirn spontan infizierter Pferde und Schafe mit der bei 

experimentell infizierten Ratten überein (BILZER et al., 1995; CAPLAZI und 

EHRENSPERGER, 1998; PUGGE, 1999). Das lässt, ebenso wie die 

Übereinstimmung der Entzündungszellpopulationen, auf eine gleiche Pathogenese 

bei Pferd und Ratte schließen. 

 

CD4+ T-Zellen sollen als Helferzellen fungieren, welche die Synthese BDV-

spezifischer Antikörper unterstützen (PLANZ et al., 1995; SOBBE et al., 1997; 

HATALSKI et al., 1998; NÖSKE 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 ausgelösen (RICHT et al., 1989, 1994). 

Zu einem frühen Zeitpunkt der Infektion können CD4+ T-Zellen also möglicherweise 

vor einer Erkrankung schützen. 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-Präparation infiziert wurden, eine klinische BD entwickelten, während bei hohen 

Infektionsdosen nur eine milde Enzephalitis auftrat. Diese Tiere wiesen hohe Titer 

BDV-spezifischer Antikörper auf und waren bei erneuter viraler Exposition geschützt, 

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 Mäuse weisen in vitro eine 

zytolytische Aktivität gegenüber 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 

entzündlichen Veränderungen verzögert werden (STITZ et al., 1991 a, 1992; 

Übersicht 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 Mäusen 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 Ausprägung der klinischen BD bei der Maus. Die 

Reduktion der funktionalen Avidität virusspezifischer CD8+ Lymphozyten in 

experimentell infizierten Mäusen scheint die Entzündungsreaktion zu beeinflussen 

und die virale Persistenz zu ermöglichen (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 Entzündungszell-

populationen lassen vermuten, dass es sich bei der Pathogenese der BD um eine 

Hypersensibilitätsreaktion vom verzögerten Typ handelt (RICHT et al., 1989, 1990, 

1992, 1995, 2006; DESCHL et al., 1990).  

 

Neben der zellulären ist auch eine starke humorale Immunantwort bei BDV-infizierten 

Tieren zu beobachten. Das Vorhandensein BDV-spezifischer Antikörper 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 Antikörper gegen das BDV-Nukleoprotein (BDV-N) und BDV-

Phosphoprotein (BDV-P) bereits zwei Wochen p.i. auf, in der chronischen Phase sind 

auch Antikörper gegen das BDV-GP detektierbar (STITZ et al., 1998; STOYLOFF et 

al., 1998). In der späten Phase nach einer BDV-Infektion geht bei der Ratte die 

Entzündung im ZNS zurück, obwohl virales Antigen und infektiöses Virus vorhanden 

sind (NARAYAN et al., 1983 a, b; DESCHL et al., 1990; HERDEN et al., 2000). Dies 

könnte durch einen Wechsel von einer Th1- zu einer Th2-Immunantwort verursacht 

sein und den Übergang von der akuten Phase der klinischen BD in die chronische 

Phase verursachen (HATALSKI et al., 1998). Neutralisierende Eigenschaften 

konnten für Antikörper gegen das BDV-GP in vitro und in vivo nachgewiesen werden 

(FURRER et al., 2001, 2004; BAJRAMOVIC et al., 2003). Außerdem ist im 

Rattengehirn eine lokale IgG-Produktion zu beobachten, welche möglicherweise die 
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virale Genexpression beeinflussen könnte (DESCHL et al., 1990; HATALSKI et al., 

1998). Insgesamt scheinen antivirale Antikörper 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 

zellulären Proteinen und Signalkaskaden oder der Induktion der antiviralen Interferon 

(IFN)-Antwort interagieren kann (Übersicht 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 beeinträchtigen, so dass es 

zur direkten Störung des Wachstums von Zellfortsätzen und der Zellmigration von 

Neuronen kommt. Zudem kann die durch BDV-Infektion herabgesetzte Sekretion von 

Amphoterin an der Zelloberfläche die Reifung neuraler Zellen sowie die 

Kommunikation neuraler Zellen stören (KAMITANI et al., 2001). Der zelluläre 

Transkriptionsfaktor NF-κB 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 möglicherweise auch 

die Abwehrreaktion des Wirtes (BOURTEELE et al., 2005). Weiterhin wurde kürzlich 

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-ß entgegen und unterdrückt somit eventuell die antivirale Abwehr 

(UNTERSTAB et al., 2005).  

Bei Mäusen wird die Virusverteilung und die Persistenz im Gehirn weder durch 

Überexprimierung 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 Virusätiologie der 

Bornaschen Krankheit nach, indem sie bakterienfreie Gehirnhomogenate eines an 

BD erkrankten Pferdes auf Kaninchen übertragen und im Anschluss rückübertragen 

konnten (ZWICK und SEIFRIED, 1925; ZWICK et al., 1927). 

Aufgrund neuerer Untersuchungen ist das BDV als ein behülltes, nicht-

segmentiertes, einzelsträngiges RNA-Virus negativer Polarität („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 gefärbten, zellfreien BDV-

Partikeln festgestellt werden konnte, besitzt es kugelförmige 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 Virushülle des 

BDV befinden sich „spike“-ähnliche Fortsätze in einer Länge von ca. 7nm. Das 

helikale Nukleokapsid hat einen Durchmesser von 4nm (KOHNO et al., 1999).  

Die virale RNA hat eine Größe 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 gehören 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 Virusstämmen innerhalb der Familie der Bornaviridae 

besteht eine ungewöhnlich hohe genetische Stabilität und Homologie, wobei gewisse 

Divergenzen auf Nukleotidbasis nur zu einem sehr geringen Teil zu Divergenzen auf 
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Aminosäurebasis führen (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 Österreich wurde 

kürzlich ein neuer BDV-Stamm No/98 isoliert werden, dessen Nukleotidsequenz 

mehr als 15% gegenüber den Referenzstämmen abweicht. Die Austausche auf 

Nukleotidbasis zeigen jedoch überraschend wenig Einfluss auf die Primärstruktur der 

meisten viralen Proteine (NOWOTNY et al., 2000). In einer neueren 

phylogenetischen Studie wird die hohe Homogenität der Nukleotidsequenzen von 40 

Feld-, Vakzine- und Laborstämmen des BDV (außer No/98) bestätigt. Die 

existierenden Sequenzvarianten können bestimmten geographischen Regionen 

zugeordnet werden, in denen das BDV endemisch vorkommt. So lassen sich die 

bislang bekannten BDV-Isolate in fünf genetische Cluster unterteilen (KOLODZIEJEK 

et al., 2005).  

 

Die komplementäre RNA (cRNA) des BDV-Genoms besteht aus mindestens sechs 

offenen Leserastern („open reading frame“, ORF). ORF I am 5`-Ende der cRNA 

kodiert für das Nukleoprotein N (p40, BDV-N), ORF II für das Phosphoprotein P (p24, 

BDV-P), ORF III für das Matrixprotein M (p16, BDV-M), ORF IV für das Glykoprotein 

GP (gp94, BDV-GP), und ORF V am 3`-Ende der BDV-cRNA für die RNA-abhängige 

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 überschneidet sich mit dem ORF II und kodiert das so genannte p10 oder X-

Protein des BDV (BDV-X; WEHNER et al., 1997; WOLFF et al., 2000). Für eine 

schematische Darstellung des BDV-Genoms siehe Abbildung 1. 

 

2.2.2 Infektionszyklus des BDV 

 

2.2.2.1 Adsorption und Penetration 

 

Zu Beginn einer Virusinfektion steht die Adsorption viraler Haftungsproteine an 

spezielle Rezeptoren und eventuell auch Korezeptoren der Zelloberfläche. Es 

existieren Anhaltspunkte dafür, dass auch das BDV einen zellulären Rezeptor für die 

Anheftung an die Wirtszelle benötigt (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 lässt 

sich schließen, dass das BDV durch Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen wird 

und der Ribonukeoprotein-Komplex (RNP) anschließend durch Membranfusion in 

das Zytoplasma gelangt. Ein niedriger pH-Wert scheint hierbei Vorraussetzung für 

die Fusion von Zellmembran und Virushülle zu sein (GONZALEZ-DUNIA et al., 

1998). Das BDV-GP spielt bei diesen Vorgängen eine entscheidende Rolle (PEREZ 

et al., 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 vesikulären Stomatitis 

(„Vesicular stomatitis virus“, VSV), scheint das virale GP für den Eintritt in die 

Wirtszelle essentiell zu sein. Es vermittelt die Interaktion mit dem Zellrezeptor und 

das Verschmelzen der Virushülle mit der Zellmembran (COX et al., 1977). Dieser 

Vorgang findet nach der Endozytose statt und ist ebenfalls pH-abhängig (GAUDIN, 

2000; ROCHE und GAUDIN, 2004). RV, welches durch eine gezielte Manipulation 

des Genoms kein GP exprimiert, ist unfähig zur Virusausbreitung in der Zellkultur 

oder in infizierten Mäusen (MEBATSION et al., 1996; ETESSAMI et al., 2000). Beim 

Masern-Virus („measles virus“, MV) spielen Glykoproteine ebenfalls eine wichtige 

Rolle für die Virusausbreitung. Es besitzt zwei Glykoproteine auf seiner Oberfläche, 

das Fusionsprotein (F) und das Hämagglutinin (H), die gemeinsam den aktiven 

Fusionskomplex bilden (WILD et al., 1991). H bindet dabei an zelluläre Rezeptoren, 

während F den nicht pH-abhängigen Fusionsprozess steuert. Diese Funktionen 

werden beim BDV von den beiden Untereinheiten des BDV-GP, dem C-terminalen 

und dem N-terminalen Spaltfragment, übernommen. 

 

2.2.2.2 Transkription und Replikation 

 

Als einziges Virus unter den NNS-RNA-Viren der Tiere benutzt das BDV den Zellkern 

als Ort für 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). Für den Vermehrungszyklus des BDV sind 

somit Mechanismen für nukleären Import und Export von entscheidender Bedeutung. 

Diese Mechanismen sind derzeit nur unzulänglich 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; Übersichten 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 lässt auf eine starke genetische Adaption an die nicht-zytolytische 

Replikation des BDV im ZNS schließen (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 ausgeprägt ist als bei anderen Viren der Mononegavirales. So 

werden BDV-N und BDV-P von allen viralen Proteinen am meisten exprimiert, 

während 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-III) 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 überlappen die Signale der Transkriptionseinheiten im 

Gegensatz zu den anderen Viren der Mononegavirales (SCHNEEMANN et al., 1995; 

DE LA TORRE, 1994, 2002 b). Eine fünftes 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 

überlappende offene Leseraster, Überlesen von Transkriptions-Signalen und 

alternatives Spleißen polycistronischer Transkripte unter Nutzung der zellulären 

Spleißmechanismen (SCHNEEMANN et al., 1994, 1995; JEHLE et al., 2000; DE LA 

TORRE, 2002 b; TOMONAGA et al., 2002).  

 

Die Transkriptionseinheit I (S1-T1), die einzige monocistronische 

Transkriptionseinheit des BDV-Genoms, enthält den ORF I, welcher für das BDV-N 
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kodiert. Die Transkriptionseinheit II (S2-T2) ist bicistronisch und enthält die sich 

überlappenden ORF II und x1 für BDV-P und –X. Die Translation dieser beiden 

Proteine wird vermutlich durch „leaky scanning“ erreicht, denn gespleißte Produkte 

dieser mRNA wurden bislang nicht beschrieben (WEHNER et al., 1997). 

Die Transkripte, die ab S3 abgelesen werden (Transkriptionseinheit III), beinhalten 

die sich überlappenden ORF des BDV-M und BDV-GP. In ca. 5% der Fälle kommt es 

zu einem Überlesen von T3. Das Transkript endet dann bei T4 und enthält zusätzlich 

den ORF V, welcher für die Polymerase L kodiert (SCHNEIDER, 2005). Bisher 

konnten drei Introns in der Transkriptionseinheit III des BDV-Genoms nachgewiesen 

werden: Intron I, Nukleotid (nt) 1932-2025, Intron II, nt 2410-3703, und Intron III, 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 I enthalten, kodieren 

für BDV-M, und alle Transkripte mit Intron II kodieren für BDV-GP. Die Translation 

des ORF IV zu BDV-GP ist jedoch nur dann effizient, wenn das Intron I gespleißt 

wurde (SCHNEIDER et al., 1994 b, 1997 a; SCHNEIDER, 2005). JEHLE et al. (2000) 

zeigten, dass ungespleißte Transkripte, die für BDV-M kodieren, weitaus häufiger im 

Zytoplasma BDV-infizierter Zellen vorkommen als Intron I - gespleißte mRNA, die für 

BDV-GP kodiert. Dies führt zu einem Konzentrationsgradienten von BDV-M zu BDV-

GP im Zytoplasma.  

Transkripte, welche bei T4 enden und entweder Intron II - oder Intron I/II - gespleißt 

sind, kodieren für BDV-L (SCHNEIDER et al., 1997 b). In neueren Studien wurden 

virale mRNA in infizierten Zellen detektiert, welche Intron III - gespleißt sind und für 

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 III kann also je nach Transkriptions- und Spleißstrategie für 

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 Spleißen 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 I und II 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 Fähigkeit 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 kürzlich 

entdeckt. Das BDV scheint gezielt die 5’-Enden genomischer und antigenomischer 

RNA-Moleküle zu stutzen und damit die Effizienz seiner Vermehrung einzuschränken 

(ROSARIO et al., 2005; SCHNEIDER, 2005; SCHNEIDER et al., 2005).  

 

2.2.2.3 Reifung und Freisetzung 

 

Gereifte Viruspartikel konnten bisher nicht im Gehirn BDV-infizierter Tiere 

nachgewiesen werden, und auch in der Zellkultur wird wenig oder kein infektiöses 

Virus freigesetzt. In BDV-infizierten Zellen sind zytoplasmatisch virusähnliche Partikel 

detektiert worden, die morphologisch den infektiösen, 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 intrazellulären Membranen assoziiert. Die Freisetzung von BDV-Partikeln 

konnte an der Zelloberfläche BDV-infizierter MDCK-Zellen nach Behandlung mit n-

Butyrat beobachtet werden (KOHNO et al., 1999). Unklar bleibt, ob dies den 

natürlichen Mechanismus der Freisetzung von BDV aus der Zelle widerspiegelt.  

 

Während der Reifung und Freisetzung von Virionen des RV und des VSV wird eine 

Hülle 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 infektiöser 

Viruspartikel (ROSE und WHITT, 2001), was auch auf das Matrix- und Glykoprotein 

des MV zutrifft (Übersicht bei RIMA und DUPREX, 2005). Ähnliche Funktionen 

werden für das BDV-M vermutet (KRAUS et al., 2005). 



LITERATURÜBERSICHT 

 

23

Abb. 1: Schematische Darstellung des BDV-Genoms als cRNA, Größe 8,9kb, 

und seiner Transkripte nach HORNIG et al., 2003. 

 

 

 

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 I und II 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 Aminosäuren (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997; SCHNEIDER et 

al., 1997; RICHT et al., 1998). Das Vorläufermolekül mit einer Größe von 57 kDa 

wird über die Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) transportiert und 

als Typ I 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 vergrößert sich durch die Glykosilierung von ca. 57kDa auf 

84/94kDa (RICHT et al., 1998).  

RICHT et al. (1998) zeigten in vitro, dass die Subtilisin-ähnliche Protease Furin das 

BDV-GP C-terminal bei der Aminosäure 249 (Arginin) spaltet und somit aktiviert. Die 

Spaltung des BDV-GP erfolgt ungewöhnlich früh im „secretory pathway“, nämlich im 

ER bzw. im cis-Golgi (EICKMANN et al., 2005). 

 

Als erstes gelang der Nachweis des 43kDa großen C-terminalen Anteils des 

glykosilierten Polypeptids (GP-C, GP-43, gp43) an der Zelloberfläche. Für das 

komplette 94kDa große Molekül 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 großes und hochgradig glykosiliertes 

Polypeptid (GP-N, gp51) identifiziert werden (KIERMAYER et al., 2002). Sowohl GP-

C als auch das komplette BDV-GP wurden zunächst in infektiösen 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 Zelloberfläche 

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. 

 
 

Oben: Gesamtes GP (gp84, gp94,G); Signalpeptid (schwarzes Viereck), Spaltungsstelle des Furins 

bei Aminosäure 249 (Arginin, dunkelgraues Dreieck), transmembrane Domäne (gestreifte Stelle), 

mögliche Bindungsstellen für N-Glykane (baumähnliche Symbole). Mitte: C-terminaler Anteil des GP 

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

Furin. 

 

Für die beiden Untereinheiten des BDV-GP werden verschiedene Funktionen 

vermutet. GP-C gilt als Vermittler von pH-abhängiger Synzytiumbildung und Fusion 

der Membranen von Wirtszelle und Virushülle, während GP-N als wichtiger Faktor für 

die Erkennung und Bindung des Virus-Rezeptors und den Eintritt in die Wirtszelle 

betrachtet wird (PEREZ et al., 2001).  

Obwohl unbehüllte Ribonukleoproteine des BDV infektiös sein können (CUBITT und 

DE LA TORRE, 1994 a), wird die Ausbreitung von BDV in Zellkultur durch 

neutralisierende, GP-spezifische Antikörper verhindert, und der Einsatz eines Furin-

Inhibitors unterbindet die Virusvermehrung komplett (BAJRAMOVIC et al., 2003). 

Dies gibt Hinweise auf die wichtige Rolle des BDV-GP für die neuronale Ausbreitung 

des Virus.  

In vivo ist BDV-GP in experimentell infizierten Lewis-Ratten in deutlich geringerem 

Ausmaß nachweisbar als das disseminiert im Gehirn vorkommende BDV-N. 

Intrazellulär wird BDV-GP ausschließlich im Zytoplasma exprimiert, während 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 perinukleär 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 III des BDV-Genoms, wurde 

zunächst für 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 Größe von 16,2 kDa ist das Matrixprotein des BDV das 

kleinste unter den Matrixproteinen der NNS-RNA-Viren der Säugetiere. Es sitzt an 

der inneren Seite der viralen Hülle (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 schließen, 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 

Virushülle zu verbinden. Daher sind Matrixproteine essentiell für Virusreifung und 

Freisetzung von Viren aus der Wirtszelle. Außerdem wird angenommen, dass 

Matrixproteine eine wichtige Rolle in der Regulierung der Virusreplikation spielen, 

indem sie Ribonukleoproteine formieren und Viruspartikel zur zellulären Membran 

transportieren. So wurde für 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 nötig, um 

genauere Erkenntnisse zur Funktion und Struktur des BDV-Matrixproteins zu 

gewinnen. 

 



LITERATURÜBERSICHT 

 

27

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, 

für 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 für 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 fördert 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 Aktivität des Polymerasekomplexes 

hemmen kann, wenn es in zu hoher Menge vorhanden ist. Somit scheint p38 ein 

zusätzlicher modulierender Faktor in der Feinregulierung der Aktivität des RNP zu 

sein (SCHNEIDER et al., 2004 a). 

 

BDV-N ist in Kombination mit anderen BDV-Proteinen wie P wichtig für 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 Transportvorgänge 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 

nukleäre Export-Aktivität von N kann also durch direkte Bindung von P beeinflusst 

werden. Weiterhin wird die Bindung zwischen P und X über ein mutmaßliches NES 

des X-Proteins gesteuert, was vermuten lässt, dass BDV-P die Proteine N und X im 
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Zellkern zurückhalten kann, indem es direkt an deren NES bindet (MALIK et al., 

2000; WOLFF et al., 2000).  

Das Verhältnis von vorliegendem N zu P ist entscheidend an der Kontrolle der 

Polymerase-Aktivität beteiligt. Für die optimale Replikation wird ein 20-fach höheres 

Vorkommen von N gegenüber P benötigt, bei einem 1:1 Verhältnis 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 möglicherweise ebenfalls eine Voraussetzung für 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 

Bindungsfähigkeit mit N und P vermutete man zunächst eine Beteiligung am 

nukleären Export (WOLFF et al., 2000) oder eine Rolle als Kofaktor für die BDV 

Polymerase. Kürzlich wurde jedoch anhand von Untersuchungen in Zellkultur 

gezeigt, dass das X-Protein für die Rekonstruktion eines aktiven BDV 

Polymerasekomplexes nicht benötigt wird, sondern dessen Aktivität sogar hemmt. 

Daher wird X auch als negativ-regulierender Faktor bezeichnet (PEREZ et al., 2003; 

SCHNEIDER et al., 2003). Schon bei einem Verhältnis 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 möglicherweise die 

Polymerase-Aktivität über 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 Verhältnis X:P:N von 1:6:40 vorliegen (SCHWARDT et al., 2005).  

 

Phosphoproteine anderer NNS-RNA-Viren sind essentielle Kofaktoren für die virale 

Polymerase. Eine solche Rolle wird auch dem BDV-P zugesprochen (Übersicht s. 

SCHNEIDER, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass das BDV-P eine nukleäre 

Lokalisations-Aktivität 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 Stützproteins 

für den Polymerasekomplex übernimmt. 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 für die 

Überlebensstrategie des BDV ist jedoch nicht geklärt. 

 

BDV-L weist eine RNA-abhängige RNA-Polymerase–Aktivität auf und interagiert mit 

BDV-P (WALKER et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2004 a). Es gibt Hinweise auf die 

Existenz von zwei weiteren, unvollständigen 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 Aktivität von BDV-L wird stark 

eingeschränkt durch das Nukleosid-Analog 1-ß-D-arabinofuranosylcytosin, ein 

Inhibitor der DNA-Polymerase (BAJRAMOVIC et al., 2002).  

In BDV-infizierten Lewis-Ratten konnten Serumantikörper 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 intranukleären 

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-ÄHNLICHE PRO-PROTEIN-KONVERTASEN 

 

Die Subtilisin-ähnlichen 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 Vorläufer in Säugetierzellen korrekt spaltet 

(THOMAS et al., 1988). Mit Hilfe einer Sequenzanalyse konnten FULLER et al. 

(1989) ein Kexin-Homolog beim Säuger finden, und in der Folge wurden sieben 

Kexin-verwandte Enzyme beim Säugetier 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., 1996c), auch PC8 

(BRUZZANITI et al., 1996) bzw. LPC (MEERABUX et al., 1996) genannt.  

Aufgrund der Homologie der katalytischen Domäne des Kexins zu der des 

bakteriellen Enzyms Subtilisin erhielt die neue Enzymfamilie die Bezeichnung 

Subtilisin-ähnliche 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 Vorläuferproteine an spezifischen, C-terminalen Sequenzen 

basischer Aminosäuren. 

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 Aminosäuren.  

 

2.4.1 Struktur und Aktivierung 

 

Die Substratspezifität, katalytische Effizienz und die intrazelluläre 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 Domäne 

und die P-Domäne mit einem konservierten RGD-Motiv. C-terminal findet man 

cysteinreiche Regionen, transmembrane bzw. zytosolische Domänen, 

amphipathische Helices und eine „sorting domain“ (SEIDAH et al., 1994; ROUILLE et 

al., 1995).  
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SPCs werden zunächst als große, inaktive Vorstufen synthetisiert, welche einer 

Reifung durch Proteolyse unterliegen. Dieser Prozess verläuft 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, daß die N-terminalen Prosegmente für die korrekte Tertiärstruktur 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 für 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 nötig für eine effiziente Faltung und die Lokalisation im richtigen 

Zellkompartiment. Die endgültige Aktivierung erfolgt erst am zellulären 

Bestimmungsort des Enzyms und in Abhängigkeit von pH-Wert und 

Kalziumkonzentration. 

Die katalytische Domäne enthält das substratspezifische Zentrum des Enzyms mit 

aktiven Asparaginsäure-, Histidin- und Serinresten. Durch Veränderung der Reste 

kann eine Modifizierung der Substratspezifität erreicht werden (RHEINNECKER et 

al., 1993). Die dreidimensionale Struktur der katalytischen Domäne ist bisher nur für 

das Subtilisin bekannt (SIEZEN et al., 1994; LIPKIND et al., 1995).  

Die P-Domäne liegt C-terminal der katalytischen Domäne. Starke Wechselwirkungen 

zwischen diesen beiden Domänen sind bedeutend für den strukturellen 

Zusammenhalt der SPCs. Für die P-Domäne der SPC3 konnte man wichtige 

Funktionen wie Regulierung der Stabilität, der Kalziumabhängigkeit und des 

optimalen pH nachweisen (ZHOU et al., 1998). Weiterhin enthält die P-Domäne ein 

konserviertes RGD Motiv, dessen Rolle unklar ist. RGD Motive sind typischerweise in 

extrazellulären Matrixproteinen wie Fibrinogen anzutreffen und in zelluläre 

Adhäsionsprozesse durch Integrine involviert. Bisher gibt es jedoch keine 

Anhaltspunkte dafür, dass das RGD Motiv in SPCs an derartigen Prozessen beteiligt 

ist, weder intra- noch extrazellulär (SEIDAH et al., 1994; ROVERE et al., 1999). 

Veränderungen an der P-Domäne und dem RGD Motiv führen 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 Domäne 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 Domäne steht in engem Zusammenhang mit der zellulären 

Zuordnung und wurde für SPC1 eingehend untersucht (MOLLOY et al., 1999). 

Andere SPCs wie SPC3 und SPC2 besitzen keine integrale Membrandomäne. Man 

vermutet aber, daß 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 Vorläufer 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 Moleküle wie Prohormone, Proneuropeptide, Vorläufer von 

Wachstumsfaktoren, Zelloberflächenrezeptoren und virale Oberflächen-

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 Veränderungen wie Alzheimer (Übersicht 

bei BASAK, 2005). 

Es wurden zahlreiche Studien zur Bestimmung der genauen intrazellulären und 

gewebespezifischen Verteilung der SPCs durchgeführt (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 

intrazelluläre Verteilung ist in Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt. 
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Tab. 1: Intrazelluläre und gewebespezifische Verteilung der SPCs nach 

BERGERON et al., 2000 

Name Synonym(e) Gewebe Intrazelluläre 
Lokalisation 

SPC1 Furin, PACE Vorkommen in allen Geweben mit 
unterschiedlich starker Expression 

TGN, Endosome, 
Zelloberfläche 

SPC2 PC2 Neuroendokrine Gewebe Sekretorische Vesikel 
SPC3 PC1, PC3 Neuroendokrine Gewebe Sekretorische Vesikel, 

TGN 
SPC4 PACE4 Weitverteilte Gewebeexpression, endokrine 

und nicht-endokrine Gewebe 
TGN, ? 

SPC5 PC4 Testikuläre Keimzellen ? 
SPC6-
A 

PC5, PC6A Weitverteilte Gewebeexpression, endokrine 
und nicht-endokrine Gewebe  

Sekretorische Vesikel, 
TGN 

SPC6-
B 

PC6B Verdauungsapparat und Nebennierenrinde TGN 

SPC7 LPC, PC7, 
PC8 

Weitverteilte Gewebeexpression, lymphoid-
assoziierte Gewebe 

TGN 

SPC: „subtilisin-like pro-protein convertase“, Subtilisin-ähnliche Pro-Protein-Konvertase; PACE: 

„paired amino acid converting enzyme“; PC: „ pro-protein convertase“, Pro-Protein-Konvertase; TGN: 

„trans-Golgi network“, trans-Golgi Netzwerk  

 

Außer SPC5 kommen alle bisher bekannten SPCs auch im Gehirn von Säugetieren 

vor (KIEFER et al., 1991; SCHÄFER et al., 1993; DONG et al., 1995; SEIDAH et al., 

1996). SPC2, SPC3 und SPC6-A werden dort ausschließlich in Neuronen exprimiert 

(SMEEKENS et al., 1992 a; SCHÄFER et al., 1993; DONG et al., 1995), während 

SPC1, SPC4 und SPC7 sowohl in Neuronen als auch in Gliazellen vorkommen 

(SCHÄFER et al., 1993; DONG et al., 1995; SEIDAH et al., 1996). Über die 

Funktionen der SPCs im ZNS ist wenig bekannt. Einige der SPCs, insbesondere 

SPC6-A, spielen eine Rolle bei der Spaltung von Neuropeptiden (SCHÄFER 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 intrazellulär auf der trans-Seite des 

Golgiapparates („trans-Golgi network“, trans-Golgi Netzwerk, TGN) lokalisiert 

(SHAPIRO et al., 1997). Über diese SPC liegen die meisten Daten zu ihren 

biologischen Funktionen vor (DENAULT und LEDUC, 1996; NAKAYAMA, 1997, 

MOLLOY et al., 1999). RICHT et al. konnten 1998 nachweisen, dass SPC1 das BDV 
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Glykoprotein gp94 an der Aminosäure Arginin an Position 249 spaltet, und dass der 

Einsatz eines SPC1-Inhibitors die Produktion von infektiösem BDV erheblich senkt. 

Die Spaltung des BDV Glykoprotein-Vorläufermoleküls gp94 ist also nötig für die 

Aktivierung des BDV-GP. Eine Studie an Zellkulturen zeigte, dass SPC1 das 

Vorläufer-Glykoprotein F0 des Masern-Virus in seine zwei aktiven Untereinheiten F1 

und F2 spaltet (BOLT und PEDERSEN, 1998). Außerdem spaltet SPC1 

verschiedene Proteinvorläufer wie Insulin Pro-Rezeptor (MONDINO et al., 1991), 

Pro-von-Willebrandt-Faktor (WISE et al., 1990), Pro-β-nerve growth factor 

(BRESNAHAN et al., 1990), Pro-transforming growth factor β1 (DUBOIS et al., 1995) 

und Pro-Endothelin-1 (DENAULT et al., 1995). SPC1 ist zudem essentiell für 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 hauptsächlich 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 benötigt, 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, 

abhängig vom Verhältnis der Expressionsstärke beider Enzyme. Außerdem 

unterscheiden sich SPC2 und SPC3 in ihrer Substratpräferenz, was zusammen mit 

den verschiedenen Verteilungsmustern im neuroendokrinen Gewebe zu einer 

selektiven Spaltung komplexer Vorläufermoleküle 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) führt.  

Nachdem man für SPC4 zunächst Ähnlichkeiten mit SPC1 nachwies (KIEFER et al., 

1991; REHEMTULLA et al., 1993), zeigten spätere Untersuchungen, daß SPC6 die 

größte 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 weitläufiges Vorkommen (DONG et al., 1995). Für PACE4E wird 

angenommen, dass sie eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des olfaktorischen 

Systems während 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 Hüllprotein 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 zählen 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 höherer 

Effizienz auch durch andere SPCs gespalten werden, ist unklar, welche spezifischen 

Funktionen die SPC4 erfüllt.  

Von allen SPCs ist SPC5 in ihrer Verteilung am stärksten eingeschränkt. SPC5 

mRNA konnte bisher ausschließlich in testikulären 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 für SPC5 kodiert, 

führt zu schwerer Beeinträchtigung der Fertilität bei homozygoten männlichen 

Mäusen, 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 Vorläufers 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 erfüllen (DE BIE et al., 1996). Ein Glykoprotein des virulenten Geflügel-

Influenza-Virus, das Oberflächenprotein Hämagglutinin (HORIMOTO et al., 1994), 

und das Glykoprotein gp73 des Bovinen Leukosevirus (ZARKIK et al., 1997) können 

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-



LITERATURÜBERSICHT 

 

36

Neurotensin/Neuromedin N in humanen Kolon-Krebszellen (ROVERE et al., 1998) 

und aktiviert möglicherweise Pro-Müllerische Substanz (NACHTIGAL und 

INGRAHAM, 1996). Weiterhin wurde in in vitro-Studien die Fähigkeit 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 

Substratspezifität eine hohe Übereinstimmung mit der von SPC1 aufweist (MUNZER 

et al., 1997). Wie SPC1 besitzt auch SPC7 eine transmembrane, C-terminale 

Domäne und einen zytoplasmatischen Anhang, was ihre Lokalisation im TGN 

bestimmt. Über die Rolle der SPC7 in vivo ist bisher wenig bekannt. 

 

NARC-1 ist eine Proteinase-K-ähnliche Proteinkonvertase und wird vorrangig in 

Zellen exprimiert, welche die Kapazität 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 

erfüllt (SEIDAH et al., 2003). 

Während die SPCs zur Subfamilie der Kexin-ähnlichen Subtilasen gehören, ist SKI-1 

die erste Pyrolysin-ähnliche Subtilase, die bei Säugetieren entdeckt wurde und 

welche nicht an basischen Aminosäureresten 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 Aktivität 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-

Vorläufers GP-C des Lassavirus durch SKI-1 nachgewiesen werden (LENZ et al., 

2001). Auch die beiden Vorläufermoleküle der Glykoproteine Gn und Gc des Krim-

Kongo hämorrhagisches Fieber – Virus werden durch SKI-1 und ähnliche Proteasen 

gespalten (SANCHEZ et al., 2006). Außerdem 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 für die Vermittlung viraler 

Infektionen durch die gezielte Spaltung verschiedener viraler Glykoproteine. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 

 

3.1 VERSUCHSTIERE 

 

Als Versuchstiere wurden 30 Tage alte Lewis-Ratten aus der Nachzucht des 

Tierbestandes des Institutes für Virologie der Justus-Liebig-Universität Gießen 

verwendet. 

Die BDV-infizierten und „Mock“-infizierten Tiere sowie die Kontrolltiere wurden 

voneinander getrennt in Gruppenkäfigen (Makrolon®) bei einem Tag-/Nacht-

Rhythmus von 12 Stunden in gleichartig ausgestatteten Räumen des Institutes für 

Virologie der Justus-Liebig-Universität Gießen gehalten. Die relative Luftfeuchte 

betrug 55+10%, und die Raumtemperatur wurde bei 20-24°C gehalten. Eine 

Belüftung fand unter Vermeidung von Zugluft statt, und die Beleuchtung erfolgte 

durch Neonröhren. Wasser und pelletiertes Fertigfutter (Altromin®, Diätfutter für 

Zuchttiere) standen ad libitum zur Verfügung. 

 

3.2 VIRUSPRÄPARATION 

 

Zur Infektion wurde eine dreimal in adulten Lewis-Ratten passagierte 

Viruspräparation des Gießener Stammes He/80 (5/25/92) verwendet, der 

freundlicherweise von PD Dr. J. A. Richt, Institut für Virologie, Justus-Liebig-

Universität Giessen zur Verfügung gestellt wurde. Es wurde eine 10%ige 

Gehirnsuspension in DMEM-Medium mit 2%FKS hergestellt. Dafür wurden Gehirne 

BDV-infizierter Tiere steril entnommen, per Ultraschall homogenisiert und 

anschließend abzentrifugiert. Der 1:10 verdünnte Überstand (100µl 

Gehirnsuspension verdünnt mit 900µl DMEM 2% FKS) wurde dann zur Infektion 

verwendet. Der Virustiter betrug etwa 106ID50/ml. 

 

3.3 VERSUCHSDURCHFÜHRUNG 

 

3.3.1 Infektion der Versuchstiere 

 

Alle Arbeiten mit den Versuchstieren wurden mit Einweghandschuhen und einer 

Schutzmaske durchgeführt. 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 

verdünnten Viruspräparation infiziert. Die Injektion erfolgte in die linke vordere 

Großhirnhemisphäre unter Ketanest®-Narkose (40mg/kg Ketamin). Verwendet 

wurden sterile, pyrogenfreie Einmalkanülen der Firma Terumo, Größe 0,45 x 23 mm. 

(Antrag des Tierversuches "Induktion der Bornaschen Krankheit", Az. GI 18/7 Nr. 

11/2000 vom 08.06.1994). 

 

3.3.2 Kontrollen 

 

Zur Kontrolle wurden Tiere mit 0,1 ml einer 1:10 verdünnten Gehirnsuspension 

(100µl Gehirnsuspension verdünnt mit 900µl 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. 

 

3.3.3 Klinik, Probenentnahme und Versuchsablauf 

 

Die Tiere wurden während der Dauer des Versuchs zweimal pro Woche 

adspektorisch untersucht. 

Die Tötung der Ratten erfolgte nach tiefer Ketanest®-Narkose (40mg/kg Ketamin) 

durch anschließende Dekapitation. Für die histopathologischen und 

immunhistologischen Untersuchungen wurden je drei infizierte sowie ein Mock-

infiziertes Tier am 1., 3., 7., 12., 14., 18., 21./22., 24., 28., 31., 42., 50., 60., 75. und 

90. Tag post infectionem (p.i.) getötet (s. Tab. 2). Zusätzlich wurden drei nicht 

infizierte Kontrolltiere im Alter von 3 Monaten getötet. 
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Tab. 2: Zeitpunkte der Tötung post infectionem sowie Anzahl der Versuchstiere 

Tage post 
infectione

m (Tpi) 

BDV- 
infizierte 

Tiere 

Mock-
infizierte 

Tiere 

Tage post 
infectione

m (Tpi) 

BDV- 
infizierte 

Tiere 

Mock-
infizierte 

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 PRÄPARATION DER ORGANE 

 

Die Gehirne wurden direkt nach der Tötung entnommen und sagittal in zwei Hälften 

geteilt. Die linke Hälfte wurde in 10%igem, nicht gepuffertem Formalin über Nacht bei 

Raumtemperatur fixiert. Die rechte Hälfte wurde transversal in 5 Ebenen geschnitten 

und die erhaltenen Gehirnscheiben jeweils in Tissue-Tek Compound eingebettet 

und bei –80°C tiefgefroren. Aus den formalinfixierten Gehirnhälften wurden in 6 bis 8 

Ebenen Coronarschnitte hergestellt. Diese Gewebeproben wurden anschließend 16 

Stunden in der aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und in Roti-Histol mit Hilfe 

eines Einbettautomaten bei 65°C in Paraffin eingebettet. 



MATERIAL UND METHODEN 

 

41

 

3.5 UNTERSUCHTE GEHIRNREGIONEN 

 

Die Schnittebenen der 6-8 Coronarschnitte entsprachen weitgehend folgenden 

Ebenen nach PAXINOS und WATSON (1998) (s. Abb. 3): 

 

Schnitt- 
ebene 

Bregma* Interaural**  Schnitt- 
ebene 

Bregma* Interaural** 

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 Schädels mit dem Mittelpunkt der Coronalnaht 

**Interaural = Linie zwischen den beiden äußeren Öffnungen der knöchernen Gehörgänge 

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 

5.b 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 PRÄPARATION 

 

Von den Gewebeblöcken wurden 4µm dicke Schnitte angefertigt und auf Starfrost 

Objektträger aufgezogen. Anschließend wurden die Schnitte mit Hämatoxylin-Eosin 

(H&E) gefärbt (ROMEIS, 1989). 

 

3.7 AUSWERTUNG 

 

Die Auswertung der einzelnen histopathologischen Veränderungen im Gehirn 

erfolgte semiquantitativ nach den unten genannten Kriterien, wobei entzündliche 

sowie degenerative Veränderungen wie folgt charakterisiert wurden: 

 

1. Entzündliche Veränderungen: 

• Infiltrate: -perivaskulär 

        -meningeal 

      -parenchymal 

• Astrogliose 

• Satellitose 

2. Degenerative Veränderungen: 

• Hydrocephalus internus 

• Neuronennekrosen 
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Die histopathologischen Veränderungen wurden in verschiedenen 

Vergrößerungsstufen beurteilt. Zusätzlich wurde der Grad der Entzündung pro Tier 

und Zeitpunkt p.i. insgesamt bewertet. Das Ausmaß der Veränderungen wurde nach 

folgendem Schlüssel bewertet: 

 

0 = keine Veränderungen 

 

1 = geringgradige Veränderungen: bei der Mehrzahl der Infiltrate bis zu 15 

Zellen/Herd, perivaskulär bis zu 1 Schicht von Entzündungszellen, leicht 

erhöhte Zellularität (Leptomeninx, Parenchym), vereinzelte Herde, nur 

einzelne Gehirngebiete betroffen, kaum bis geringgradige Astrogliose und 

Satellitose, kein Hydrocephalus internus, vereinzelte Neuronennekrosen 

 

2 = mittelgradige Veränderungen: bei der Mehrzahl der Infiltrate 15-30 

Zellen/Herd, perivaskulär 1-2 Schichten von Entzündungszellen, deutlich 

erhöhte Zellularität (Leptomeninx, Parenchym), zahlreiche Herde, mehrere 

Gehirngebiete betroffen, mittelgradige Atrogliose, Satellitose, kein bis 

beginnender Hydrocephalus internus, vermehrt auftretende 

Neuronennekrosen 

 

3 = maximale Veränderungen: bei der Mehrzahl der Infiltrate über 30 

Zellen/Herd, perivaskulär mehr als 2 Schichten von Entzündungszellen, sehr 

hohe Zellularität (Leptomeninx, Parenchym), viele große, evtl. konfluierende 

Herde, gesamtes Gehirn betroffen, hochgradige Astrozytose, Satellitose, 

ausgeprägter Hydrocephalus internus, zahlreiche Neuronennekrosen 

 

In einigen Fällen wurden auch Übergänge wie 0,5, 1,5 oder 2,5 angegeben. 



MATERIAL UND METHODEN 

 

44

 

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 Antikörper Bo18, gerichtet gegen das BDV-Nukleoprotein 

(38/40kD), wurde freundlicherweise von Frau Dr. S. Herzog aus dem Institut für 

Virologie des Fachbereiches Veterinärmedizin der Justus-Liebig-Universität Gießen 

zur Verfügung gestellt. 

Die polykonalen, monospezifischen Antikörper gegen das Matrixprotein des BDV 

(16kD) und das Glykoprotein des BDV (94kD) wurden freundlicherweise von Herrn 

PD Dr. J. A. Richt aus dem Institut für Virologie des Fachbereiches Veterinärmedizin 

der Justus-Liebig-Universität Gießen zur Verfügung gestellt. Der Antikörper gegen 

das BDV-GP wurde unter Verwendung eines 16 Aminosäure großen Peptides 

hergestellt, das im C-terminalen Bereich des Glykoproteins liegt (Position 287 bis 

302). Dieses Peptid liegt in unmittelbarer Nähe zur der Spaltstelle, an der die 

Proproteinkonvertase Furin das Glykoprotein in seinen C- bzw. N-terminalen Anteil 

spalten kann (RICHT et al., 1998). 

Herkunft, Spezifität und verwendete Verdünnungen 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 Antikörper wurde freundlicherweise von 

Herrn Prof. Dr. W. Garten aus dem Institut für Virologie der Philipps-Universität 

Marburg zur Verfügung gestellt. 

Der polyklonale, monospezifische Antikörper gegen einen Peptidabschnitt des SPC4 

(bp 437 bis 1301) wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. W. Garten aus dem 

Institut für Virologie der Philipps-Universität Marburg zur Verfügung gestellt. Beide 

Peptidabschnitte enthalten das katalytische Zentrum der jeweiligen 

Proproteinkonvertase (HALLENBERGER et al., 1996). 

Eine Übersicht über Herkunft, Spezifität und verwendete Verdünnungen 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, Dänemark). 

Für die Doppelmarkierung zum gleichzeitigen Nachweis von GFAP und BDV-

Matrixprotein wurde ein monoklonales Human-Gliafaserprotein-Antiserum aus der 

Maus benutzt (Maus-Anti-Human GFAP-Antikörper, Klon 6F2, M0761, DAKO A/S, 

Dänemark). 

7. Kontrollseren  

Als Kontrollserum für die monoklonalen Antikörper Bo18 und Maus-Anti-Human 

GFAP wurde ein monoklonaler Antikörper von der Maus gegen Hühner T-Zellen 

(CTL 1; HIRSCHBERGER et al., 1987) eingesetzt. 

Als Negativkontrolle für die monospezifischen, polyklonalen Antikörper wurde das 

Serum gesunder Kaninchen verwendet, das nach dreistündigem Stehen durch 

Zentrifugation für 10 Minuten bei 1500 x g gewonnen wurde. 

8. Sekundäre Antiseren 

Für die monoklonalen Antikörper Bo18 und Maus-Anti-Human GFAP wurde als 

Sekundär-Antikörper ein kommerziell erhältlicher, biotinilierter Pferd-Anti-Maus-

Antikörper verwendet (BA-2000, Vektor Laboratories, Burlingame, CA, USA). Für alle 

anderen polyklonalen Antiseren wurde ein ebenfalls kommerziell erhältlicher 

biotinilierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper benutzt (BA-1000, Vektor Laboratories, 

Burlingame, CA, USA). 
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9. Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC) 

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, Spezifität und verwendete Verdünnungen der primären 

Antiseren 

Antikörper Verdünnung / 
Behandlung 

Spezifität Herkunft 

Monoklonale 
Antikörper: Maus-
Anti-BDV-N Bo18 

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

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

DAKO 

Polyklonale 
Antikörper:Kaninchen
-Anti-BDV-GP 

1:800 in TBS mit 20% 
SS 

94kD BDV-Antigen PD Dr. J. A. Richt, 
Gießen 

Kaninchen-Anti-BDV-
M 

1:200 in TBS mit 20% 
SS 

16kD BDV-Antigen PD Dr. J. A. Richt, 
Gießen 

Kaninchen-Anti-
SPC6A 

1:400 in TBS mit 1% 
NGS 

bp 492 bis 1320 von 
SPC6A 

Prof. Dr. W. Garten, 
Marburg 

Kaninchen-Anti-SPC4 1:200 in TBS mit 20% 
SS / TAT 

bp 437 bis 1301 von 
SPC4 

Prof. Dr. W. Garten, 
Marburg 

Kaninchen-Anti-
GFAP 

1:500 in TBS mit 20% 
SS 

Saures 
Gliafaserprotein 

DAKO 

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

Tyraminverstärkung, s.  3.8.5 

 

3.8.3 Durchführung der ABC-Methode mit monoklonalen Antikörpern 

 

1. Aufziehen der 3-4µm dicken Gehirnschnitte auf Super Frost Plus Objektträger 

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

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

absteigenden Alkoholreihe für 2 x 3 Minuten in Isopropylalkohol und je 3 Minuten 

in 96% und 80% Alkohol. 

3. Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivität für 30 Minuten in Methanol und 

0,5% frisch zugesetztem H2O2 (Perhydrol). 
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4. Umsetzen der Schnitte in "Tris buffered saline" (Tris-gepufferte Salzlösung, 

TBS). Umranden der Gewebeschnitte auf dem Objektträger mit einem DAKO-

Pen® und Auflegen auf Tabletts. 

5. Schnitte 2 x 5 Minuten mit TBS waschen. 

6. Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit unverdünntem Pferdeserum für 

10 Minuten bei Raumtemperatur. 

7. Absaugen des Pferdeserums, Auftragen des Primärantikörpers und Inkubation 

über Nacht bei 4°C. 

8. Absaugen des Primärantikörpers und Waschen der Schnitte 3 x 5 Minuten mit 

TBS. 

9. Auftragen des biotinilierten Sekundärantikörpers (Pferd-Anti-Maus-IgG) in der 

Verdünnung 9µl Antikörper (Ak) auf 1ml TBS und Inkubation bei 

Raumtemperatur für 30 Minuten. 

10. Avidin-Biotin-Komplex (ABC) 30 Minuten vor Gebrauch in einer Verdünnung von 

9µl Avidin DH und 9µl biotinilierte Meerrettich-Peroxidase-H pro 1ml TBS 

ansetzen. 

11. Sekundärantikörper absaugen und die Schnitte 3 x 5 Minuten mit TBS waschen. 

12. ABC auftragen und die Schnitte für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. 

13. ABC absaugen. Dann 2 x 5 Minuten mit TBS waschen, anschließend die 

Schnitte in mit TBS gefüllte Küvetten geben. 

14. 3,3’Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Lösung (DAB) in einer Verdünnung von 

100mg DAB pro 200ml Imidazol/HCl-Puffer, pH 7,08 ansetzen, anschließend 

filtrieren und 70µl 30%iges H2O2 dazugeben (entspricht 0,01% H2O2 in der 

Endkonzentration). Die Schnitte für 10 Minuten bei Raumtemperatur unter 

Rühren in DAB inkubieren. 

15. Schnitte 3 x 5 Minuten in TBS spülen. 

16. Anschließend 5 Minuten in Aqua dest. waschen. 

17. Zur Gegenfärbung die Schnitte in Papanicolaou’s Hämatoxylin geben und ca. 20-

30 Sekunden färben. 

18. Danach 5 Minuten in Leitungswasser bläuen, anschließend für etwa eine Minute 

in Aqua dest. verbringen, um überschüssige Farbe abzuspülen. 

19. Dehydrieren der Gehirnschnitte in 3-Minuten-Schritten in der aufsteigenden 

Alkohol-Reihe (50-, 70-, 80- und 96% sowie 2 mal Isopropylalkohol für je 3 

Minuten). Schnitte 3 x 3 Minuten in Roti-Histol inkubieren. 
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20. Eindecken in Xylol unter Hilfe eines Eindeckgerätes (Tissue-Tek) mit 

Coverslipping Film (Tissue-Tek SCA, 4770, Sakura). 

 

3.8.4 Durchführung der ABC-Methode mit polyklonalen Antikörpern 

 

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

6. Das Blocken der unspezifischen Bindungsstellen erfolgt mit unverdünntem 

Schweineserum für 10 Minuten bei Raumtemperatur. Bei Verwendung des 

gegen das SPC6A-Antigen gerichteten Antikörpers wurde mit 10% 

Ziegenserum in TBS für 10 Minuten bei Raumtemperatur geblockt. 

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

9. Auftragen des Sekundärantikörpers (biotinilierter Ziege-Anti-Kaninchen-

Antikörper) in der Verdünnung 9µl Ak auf 1ml TBS. Inkubation für 30 Minuten 

bei Raumtemperatur. 

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

 

3.8.5 Tyraminverstärkung 

 

Zur Verstärkung des Signals wurde beim SPC4-Antikörper biotiniliertes Tyramin 

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

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

Verstärkung des Signals mit biotiniliertem Tyramin wie folgt: 

Zunächst Durchführung nach Protokoll Nr. 1. – 13. 

1. 3 x Waschen der Gewebsschnitte mit TBS. 

2. Tyramin-Lösung auftragen und für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubieren. 

3. 3 x Waschen mit TBS. 

Anschließend 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 gelöst und 30mg Tyramin-HCl zugegeben, das Ganze wurde 12 Stunden 

bei Raumtemperatur geschüttelt, filtriert und in "Aliquots" bei –20°C gelagert. 
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Die verwendete Tyraminlösung bestand aus 5µl biotinilierten Tyramins, die mit 1ml 

TBS-Puffer gemischt wurden. Kurz vor Gebrauch wurden 2µl H2O2 (30%) 

zugegeben. 

 

3.8.6 Doppelmarkierung 

 

Die Doppelmarkierung wurde eingesetzt, um die Expression des BDV-Matrixproteins 

(BDV-M) in Astrozyten nachzuweisen. Hierfür wurden Gehirnschnitte BDV-infizierter 

Tiere zunächst mit dem polyklonalen BDV-M-spezifischen Antikörper nach der ABC-

Methode inkubiert (s. 3.8.4). Anschließend wurden diese Schnitte mit einem 

monoklonalen, GFAP–spezifischen Antikörper nach der ABC-Alkalische 

Phosphatase(AP)-Methode inkubiert.  

 

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

1. Blocken mit unverdünntem Pferdeserum für 10 Minuten bei Raumtemperatur. 

2. Absaugen des Pferdeserums, Auftragen des Primärantikörpers (monoklonaler 

Maus-Anti-Human GFAP-Antikörper) und Inkubation über Nacht bei 4°C. 

3. Absaugen des Primärantikörpers und Waschen der Gehirnschnitte 3 x 5 Minuten 

mit TBS. 

4. Auftragen des biotiniliertem Sekundärantikörpers (Pferd-Anti-Maus-IgG) in der 

Verdünnung 9µl Antikörper auf 1ml TBS und Inkubation für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur. 

5. Absaugen des Antikörpers und erneute Inkubation des Sekundärantikörpers 

(Pferd-Anti-Maus-IgG) in einer Verdünnung von 18µl Antikörper pro 1ml TBS für 

10 Minuten bei Raumtemperatur. 

6. Ansetzen der ABC-AP-Komplexe 30 Minuten vor Gebrauch: 

7. Verdünnung a) 9µl Avidin DH, 9µl biotinilierte Alkalische Phosphatase H pro 1ml 

TBS; 

8. Verdünnung b) 18µl Avidin DH, 18µl biotinilierte Alkalische Phosphatase H pro 

1ml TBS). 

9. Absaugen des Sekundärantikörpers und Inkubation mit dem ABC-AP-Komplex 

(Verdünnung a)) für 30 Minuten bei Raumtemperatur. 

10. ABC-AP absaugen und Schnitte erneut für 15 Minuten mit ABC-AP-Komplex 

inkubieren (Verdünnung b)). 
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11. Schnitte 3 x 5 Minuten mit TBS spülen. 

12. Objektträger ca. 20 Minuten in der Neufuchsin-Entwicklungslösung unter 

mikroskopischer Kontrolle inkubieren. 

13. Waschen in TBS für 2 x 5 Minuten. 

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

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

 

3.8.7 Immunhistologische Kontrollen 

 

Die Spezifität 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 überprüft. Zusätzlich wurden 

Gehirnschnitte von „Mock“-infizierten Tieren und nicht-infizierten Kontrolltieren 

sowohl mit den primären Antikörpern als auch mit den Kontrollseren inkubiert. 

Auf Positivkontrollen für die BDV-spezifischen Antigene wurde verzichtet, da die 

Versuchstiere definitiv BDV-infiziert waren (s. Nachweis von infektiösem 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-Präzipitate, 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 zusätzlich rote Neufuchsin-Präzipitate, 

welche sich ebenfalls in einer Ebene mit dem Gewebsschnitt befanden und nicht in 

den Kontrollschnitten auftraten, als positiv bewertet.  

Die Reaktionen wurden in intranukleäre, zytoplasmatische Reaktionen und 

Neuropilreaktionen unterteilt. Intranukleäre DAB- bzw. Neufuchsin-Präzipitate stellten 

sich zellgebunden und in Form eines bis mehrerer rundlicher Granula dar. In den 

meisten Fällen war eine diffuse Reaktion im Karyo- bzw. Zytoplasma vorhanden. 

Reaktionsprodukte im Perikaryon und in Fortsätzen von Neuronen wurden ebenfalls 

als zytoplasmatische Reaktion angesprochen. Diffus oder disseminiert sternförmig-
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strahlig um eine Zelle auftretende braune bzw. rote Färbung ohne erkennbare 

zelluläre Zuordnung wurde als Neuropilreaktion bezeichnet. 

Die Bewertung der immunzytochemischen Reaktion erfolgte bei den BDV- und SPC-

spezifischen Antiseren semiquantitativ nach Ausdehnung und Dichte (geschätzte 

Zahl positiver Zellen/Gesichtsfeld, 20fache Vergrößerung) der Reaktion für die unter 

3.1.4.1 genannten Gehirnlokalisationen. Dabei wurden die jeweiligen topographisch-

anatomischen Gegebenheiten berücksichtigt. Folgendes Schema wurde dafür 

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 = 

mäßige Reaktion 

 

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

Gehirn betroffen = starke bis maximale Reaktion 

 

In einigen Fällen wurden auch Übergänge wie 0,5, 1,5 oder 2,5 angegeben.  

 

Dieses Schema gibt keine Auskunft über die Intensität der Reaktion in der 

Einzelzelle. Falls nicht anders erwähnt, wurden die Reaktionen in einer Gehirnregion 

für die Tiere eines Untersuchungstages gemittelt. War eine Gehirnregion in mehreren 

Anschnitten getroffen, so wurde ein Mittelwert aus den Reaktionen angegeben.  

Für die Hippocampusformation wurde, falls es anhand des Gewebeanschnittes 

möglich war, eine Beurteilung einzelner Zellschichten bzw. einzelner zugehöriger 

Areale vorgenommen. 

Die Doppelmarkierung bzw. die immunhistologische Markierung von Astrozyten mit 

Hilfe von GFAP-spezifischen Antikörpern wurden ausschließlich qualitativ beurteilt. 

 

An Gehirngewebsschnitten BDV-infizierter Tiere einiger ausgewählter Zeitpunkte (Tpi 

14, 24, 42, 90) wurde zusätzlich eine quantitative statistische Auswertung 
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vorgenommen. Hierzu wurden die immunhistologisch positiven Zellen im 

Ammonshorn ausgezählt 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 

Größe der Hippocampusformation wurde an jedem einzelnen entsprechenden 

Gewebeschnitt mit Hilfe des Programms analySIS 2.02 der Firma SIS Enterprises 

(Soft Imaging Software GmbH, Münster) und Kamera und Adapter der Firma Kappa 

Messtechnik, Gleichen, am Olympus Photo-Mikroskop MTV-3 BH-2 ausgemessen. 

Die Ausmessung fand im Institut für Veterinär-Anatomie der Justus-Liebig-Universität 

Gießen statt. Es wurden für jeden eingesetzten BDV-spezifischen Antikörper alle 

positiven Zellen innerhalb des vermessenen Gebietes gezählt. 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 Auszählung 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 für das BDV-Nukleoprotein (BDV-N) 

und BDV-Glykoprotein (BDV-GP) nachgewiesen. 

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

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

2. BDV-N: spezifisch für die BDV-Glykoprotein-mRNA bzw. genomische RNA 

des N-terminalen Abschnittes des BDV-GP (BDV-GP-N) 

3. BDV-GP/C: spezifisch für die BDV-Glykoprotein-mRNA bzw. genomische RNA 

des C-terminalen Abschnittes des BDV-GP (BDV-GP-C) 

 

3.9.1 Sondenherstellung 

 

Als Ausgangsmaterial für die Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden für 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 für Virologie, 

Philipps-Universität Marburg zur Verfügung gestellt wurde. 

Die DIG-markierten RNA-Sonden für BDV-N-spezifische mRNA und genomische 

RNA wurden von M. Christ, Arbeitsgruppe PD Dr. J.A. Richt, Institut für Virologie, 

Justus-Liebig-Universität Gießen hergestellt und freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt (Gensequenz des BDV-Genoms, Accession-Nr. GI 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 für 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 ermöglicht 

werden, da hier überlappende 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 für die Herstellung des polyklonalen BDV-GP-spezifischen 

Antikörpers verwendet wurde.  

 

Tab. 4: Bezeichnung, Sequenz, Länge und Lokalisation der Primerpaare für 

das BDV-GP 

Primer Sequenz (5´ →→→→ 3´) 
Länge 

(Basen) 
Lokalisation im Genom* 

(Länge Amplifikat) 
p151 AAC TGG TTC TAC TGC TGC TC 20 
p152 GGT AAC TAC CAT TCG CTA GG 20 

358-673 (315bp);  
N-terminal 

p153 TCC TCC AGT CTC TGC TCC TA 20 
p154 CTG GTG TAT GGA AGG AGG TC 20 

821-1304 (483bp);  
C-terminal 

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

 

Die Komponenten wurden in der tabellarisch aufgelisteten Reihenfolge pipettiert 

(Tabelle 5). Während der einzelnen Pipettierschritte wurden die Proben auf Eis 

gekühlt (1°C). Zur Durchführung 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 Stammlösung Gebrauchslösung Hersteller 

10xPCR-Puffer 
(500mM KCl, 
100mM Tris-
HCl) 

5,0µl 10x 1x 

GeneAmp® 
RNA PCR Core 
Kit Part No. 
N808-0143, 
Applied 
Biosystems 

MgCl2 4,0µl 25mM 5mM s.o. 
dGTP 
dTTP 
dATP 
dCTP 

je 1,0µl 10mM 1mM s.o. 

Ampli-Taq 
DNA-
Polymerase  

0,25µl 5U/µl 1,25U/µl s.o. 

DEPC-Wasser 33,75µl - - - 
Primer1 
Primer2 je 1,0µl 15pmol/µl 0,3pmol/µl MWG-Biotech 

AG 
Plasmid-DNA 
(1:100, 1:1000 
oder 1:10000) 

1,0µl 1,8µg/µl 
0,36ng/µl, 
0,036ng/µl oder 
0,0036ng/µl 

Prof. Dr. W. 
Garten, 
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-Schwänzen  

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

Verwendung 

 

Die PCR-Produkte wurden auf ihre vorausberechneten Längen mittels horizontaler 

Elektrophorese im Tris-Borsäure-EDTA(TBE)-Puffer-Bad in Ethidiumbromid-

imprägnierten 2%igen Agarose/TBE-Puffer-Gelen überprüft. 

Dazu wurden 10µl PCR-Produkt und 2µl 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 für 35 Minuten. Der Einsatz 

einer DNA-Fragment-Leiter (100bp Leiter, ABgene® House, Epsom, UK) diente als 

Referenzwert für die Längenabschätzung 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, Göttingen (s. Abb. 4). 
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Abb. 4: PCR BDV-GP 

 

 

 

bp: „base pairs“, Basenpaare 

 

Bahn Primerpaar Lokalisation Plasmidverdünnung Temp. 

1 p151 + p152 N-terminal 1:100 50°C 
2 p153 + p154 C-terminal 1:100 50°C 
3 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 

6 p153 + p154 C-terminal 1:1000 50 C 

7 p151 + p152 N-terminal 1:1000 55°C 

8 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 H2O 

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 

Für die Klonierung wurde das TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen BV, 

Groningen, Niederlande) verwendet (Reagenzien s. Anhang). 

 

 

 

15 16 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 

 
480 bp 
350 bp 
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3.9.1.2 Herstellung von Luria-Bertani (LB) -Medium und –Platten sowie 

Vorbereitung für die chemische Transformation 

 

LB-Medium und LB-Agarplatten wurden für das Anzüchten der kompetenten E.coli-

Zellen nach der chemischen Transformation benötigt. 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 
Kasein 

1% Serva, Boehringer Ingelheim, Bioprodukt 
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. auflösen; pH-

Wert der Lösung mit 5% NaOH auf 7,0 einstellen; Auffüllen mit Aqua dest. auf 1 

Liter. 

2. Autoklavieren für 20 Minuten bei 121°C. 

3. Lösung bei Raumtemperatur auf 55°C abkühlen lassen; Zugabe von 60mg 

Ampicillin (Sigma) gelöst 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 15g/l Agar (DIFCO-Laboratories, USA). 

3. Autoklavieren für 20 Minuten bei 121°C. 

4. Lösung bei Raumtemperatur auf 55°C abkühlen lassen; Zugabe von 60mg 

Ampicillin (Sigma) gelöst in 1,5ml Aqua dest.. 

5. 10mm dicke Platten (Durchmesser 10cm) gießen und aushärten lassen, 

Umdrehen. 

6. Lagerung bei +4°C im Dunkeln. 
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Die Vorbereitung für 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 Reaktionsansätze 

Komponenten Ansatz 1 Ansatz 2 

Frisches PCR-Produkt 1,0µl 4,0µl 

Salz-Lösung 1,0µl 1,0µl 

steriles Wasser ad 5,0µl 3,0µl - 

pCR®4-TOPO® Vektor 
(Invitrogen®) 

1,0µl 1,0µl 

 

Die Proben wurden bis zur chemischen Transformation auf Eis gelagert. 

 

3.9.1.4 Chemische Transformation 

 

1. 2µl der jeweiligen TOPO® Klonierungs-Reaktion aus 3.9.1.3 (TOPO TA Cloning® 

Kit for Sequencing, Invitrogen BV, Groningen, Niederlande) in je ein Fläschchen 

One Shot® TOP10 Chemically Competent E.coli geben (s. 3.9.1.2) und vorsichtig 

mischen (nicht auf- und abpipettieren, nur langsam schwenken). 

2. Inkubation der Zellen für 15 Minuten auf Eis. 

3. Inkubation der Zellen für 30 Sekunden bei 42°C (Hitzeschock), sofortiges 

Überführen der Röhrchen auf Eis. 

4. Zugabe von 250µl SOC Medium (Invitrogen®) bei Raumtemperatur je Röhrchen 

und vorsichtiges Verschließen der Röhrchen. 

5. Inkubation bei 37°C für eine Stunde (horizontal liegend, geschüttelt bei 200rpm). 

6. Pro Ansatz einmal 30µl und einmal 100µl des Transformationsproduktes (s. 1.) 

auf je einer vorgewärmten LB-Agarplatte ausstreichen. 

7. Inkubation über Nacht bei 37°C im Wärmeschrank. 
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8. Aufnehmen von einer deutlichen Einzelkolonie* mit 1-2mm Durchmesser und 

einbringen in einzelne 14ml-Glasröhrchen mit je 5ml flüssigem LB-

Medium/Ampicillin. 

9. Kultivierung über Nacht bei 37°C und 200rpm im Schüttler. 

 

*Aus der Klonierung des PCR-Produktes Nr.4 wurden 3 Klone gepickt (gp4/I, gp4/III, gp4/IV).  

Aus der Klonierung des PCR-Produktes Nr.5 wurden 3 Klone gepickt (gp5/II, gp5/III, gp5/IV).  

Aus der Klonierung des PCR-Produktes Nr.9 wurden 3 Klone gepickt (gp9/I, gp9/III, gp9/IV).  

Aus der Klonierung des PCR-Produktes Nr.12 wurden 4 Klone gepickt (gp12/I, gp12/II, 

gp12/III, gp12/IV).  

 

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 2ml-Röhrchen und 

Zentrifugieren bei 3000 x g für 10 Minuten bei 4°C. 

2. Resuspension des Zellpellets in 0,6ml Puffer S1. 

3. Zugabe von 0,6ml Puffer S2; Mischen der Suspension durch sofortiges, 6-8-

maliges Umdrehen der Röhrchen. 

4. Inkubation für 5 Minuten bei Raumtemperatur (Zellaufspaltung). 

5. Zugabe von 0,6ml Puffer S3; Mischen der Suspension durch sofortiges, 6 - 8-

maliges Umdrehen der Röhrchen bis zur Entstehung einer homogenen 

Suspension. 

6. Inkubation für 5 Minuten auf Eis (Fällung der chromosomalen DNA). 

7. Zentrifugieren für 15 Minuten (12000 x g) bei 4°C; vorsichtiges Abnehmen des 

klaren Überstands direkt vom weißen Präzipitat (Klären des Bakterienlysats). 

8. Äquilibrierung der NUCLEOBOND®AX Patrone mit 1ml Puffer N2. 

9. Pipettieren des Überstands aus 7. (Bakterienlysat) auf äquilibrierte 

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 

Mikrozentrifugengefäß. 

12. Pipettieren von 1ml Puffer N5 auf die NUCLEOBOND®AX Patrone und 

Auffangen des Eluats im 1,5 ml Mikrozentrifugengefäß (Elution der Plasmid-

DNA). 

13. Präzipitieren der gereinigten Plasmid-DNA durch Zugabe von 0,9ml 

raumtemperiertem Isopropanol und sofortiges Zentrifugieren für 30 Minuten bei 

15000 x g und 4°C. 

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

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

16. Trocknen für 5 Minuten bei Raumtemperatur. 

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

 

Anschließend wurde die Konzentration an DNA photometrisch bestimmt. Von den 

Klonen wurden jeweils die mit der am besten geeigneten DNA-Konzentration für die 

weitere Sondenherstellung ausgewählt (s. Tab. 7).  

 

Tab. 8: Photometrische Messung der DNA-Konzentration der einzelnen Klone 

nach Plasmid-Eluierung 

Klon 
Konzentration 
µµµµg/µµµµl 

C- oder N- terminal 

gp4/I 135 C-terminal 

gp4/III 665 C-terminal 

gp4/IV 13 C-terminal 

gp5/II 143 N-terminal 

gp5/III 125 N-terminal 

gp5/IV 173 N-terminal 

gp9/I 105 N-terminal 

gp9/III 200 N-terminal 

gp9/IV 163 N-terminal 

gp12/I 763 C-terminal 

gp12/II 328 C-terminal 

gp12/III 525 C-terminal 

gp12/IV 218 C-terminal 

Konzentration: photometrisch gemessene Plasmid-DNA-Konzentration in µg/µl nach Resuspension; 

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

 

Um die Insert-Längen im jeweiligen Plasmid zu überprüfen, wurde ein 

Restriktionsverdau mit EcoRI durchgeführt, da es an beiden Enden des Inserts 

ansetzen konnte (siehe Vektorkarte des TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing 

Invitrogen BV, Groningen, Niederlande). 

In den Verdau wurden pro Ansatz ca. 0,5µg Plasmid-DNA eingesetzt. Diese wurde 

mit 1µl Restriktionsenzym und 2µl Puffer versetzt und mit sterilem Wasser auf ein 

Gesamtvolumen von 20µl aufgefüllt. Anschließend folgte eine Inkubation von 1,5 

Stunden bei 37°C. 

Die Reaktion wurde dann mit 2µl EDTA abgestoppt und die Probe wie oben 

beschrieben im 2%igen Agarosegel auf ihre Länge überprüft.  

Dabei konnten Inserts der Klone gp4/I, gp5/II, III, IV, gp9/I, III, IV und gp12/IV in 

korrekter Länge nachgewiesen werden (s. Abb. 5).  

 

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

 

 

Bahn Klon Bahn Klon 

0 DNA-Fragment Leiter 7 gp9/III 

1 gp4/I* 8 gp9/IV 

2 gp4/III 9 gp12/I 

3 gp5/II 10 gp12/II 

4 gp5/III* 11 gp12/III 

5 gp5/IV 12 gp12/IV* 

6 gp9/I*   

*wurde zur Transformation eingesetzt 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 11 

480 bp 
350 bp 



MATERIAL UND METHODEN 

 

61

 

3.9.1.7 Transformation und Sequenzierung 

 

Um einen größeren Vorrat an Ausgangsmaterial für weitere Sondensynthesen zu 

haben, wurden die überprüften Inserts in Library Efficiency® DH5αTM Competent 

Cells (Life Technologies, Invitrogen®) transformiert und vermehrt. Dazu wurden  

1 - 10ng/µl der Plasmid-DNA aus der Klonierung mit dem pCR®4-TOPO® Vektor 

(Invitrogen®) eingesetzt. 

Transformation: 

1. Benötigte Menge an DH5α™Competent Cells in "Aliquots" zu je 100µl aufteilen 

und in 1,5ml Mikrozentrifugengefäße auf Eis geben. 

2. 1µl der Probe mit 1 - 10ng DNA pro 100µl Zellen hinzufügen, vorsichtig mischen. 

3. Inkubation auf Eis für 30 Minuten. 

4. Hitzeschock für 45 Sekunden bei 42°C; nicht schütteln. 

5. Mikrozentrifugengefäße für 2 Minuten auf Eis geben. 

6. 250µl SOC Medium (Raumtemperatur) zugeben. 

7. Für 1 Stunde bei 37°C und 225rpm schütteln. 

8. Je 50µl der Zellsuspension auf LB-Agarplatten ausstreichen und über Nacht bei 

37°C inkubieren. 

Anschließend wurde weiter verfahren wie unter 3.9.1.5 (Plasmid-Eluierung) und 

3.9.1.6 (Restriktionsverdau) beschrieben. Das bedeutet, es wurde erneut die 

Plasmid-DNA eluiert und anschließend die Konzentration wie oben beschrieben 

gemessen (s. Tab. 9). 

 

Tab. 9: Photometrische Messung der DNA-Konzentration der Plasmide nach 

der Transformation DH5α™Competent Cells 

Plasmid Konzentration 
µµµµg/µµµµl 

C- oder N-terminal 

gp4/I-1 658 C-terminal 

gp4/I-2 673 C-terminal 

gp5/III-1 108 N-terminal 

gp5/III-2 80 N-terminal 

gp9/I-1 2278 N-terminal 

gp9/I-2 220 N-terminal 

gp12/IV-1 725 C-terminal 
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Tab. 9 (Fortsetzung) 
Plasmid Konzentration 

µµµµg/µµµµl 
C- oder N-terminal 

gp12/IV-2 600 C-terminal 

Konzentration: photometrisch gemessene Plasmid-DNA-Konzentration in µg/µl nach Resuspension; 

C-/N-terminal: Lokalisation des Plasmid DNA-Abschnittes im BDV-Genom 

 

In der anschließenden Überprüfung der Insert-Längen der Plasmide der DH5αTM 

Competent Cells (Life Technologies) durch Gelelektrophorese konnten bei allen 

Plasmiden deutliche Banden mit der korrekten Basenpaarlänge festgestellt werden. 

Von diesen Proben wurden zur Überprüfung der Inserts mindestens 3µg zur 

Sequenzierung an SeqLab (Sequence Laboratories Göttingen 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 Übereinstimmung mit dem Referenzgenom und 

Einbaurichtung der Inserts 

Plasmid eingeschickte 
Menge 

Übereinstimmung 
mit Referenzgenom 

Einbaurichtung 

gp4/I-1* 5µl 99% +/+ 

gp9/I-1* 1µl 100% +/+ 

gp12/IV-2 5µl 99% +/- 

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

aufgeführt. 

eingeschickte Menge: Das Volumen gelöster Plasmid-DNA, welches ungefähr 3µg 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 durchgeführt. 

Hierbei war auf die richtige Auswahl an Primern je nach Einbaurichtung der Inserts 

zu achten. Der PCR-Ansatz und die Durchführung erfolgten wie unter 3.9.1.1 

angegeben, jedoch ohne den Schritt 3. 
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Es wurden folgende Primer eingesetzt: 

1. M13R + s 

2. M13R + as 

3. M13F + s 

4. M13F + as 

5. M13F + M13R 

6. s + as 

7. H2O 

8. GAPDH s + as 

9. H2O  s + as 

 

Für den Klon gp4 (C-terminal) wurde die Primerkombination p153(s)/p154(as) und für 

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 durchgeführt (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 länger als die Insert-RNA. 

Um die einzusetzende Menge des PCR-Produktes errechnen zu können, wurden die 

PCR-Produkte aufgereinigt und erneut die OD gemessen: 

gp4, PCR-Produkt 2.: 150ng/µl 

gp4, PCR-Produkt 3.: 200ng/µl 

gp9, PCR-Produkt 5.: 53ng/µl 
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Die folgenden Reagenzien werden in Mikrozentrifugengefäße auf Eis pipettiert (s. 

Tabelle 11): 

Tab. 11: Ansatz für die In vitro Transkription 

Reagenzien Endkonzentration Volumen 

PCR-Produkt (100-200ng) - 

gp4, 2.: 1µl 

gp4, 3.: 1µl 

gp9, 5.: 3µl 

10x DIG RNA labeling mix 

10mM ATP, CTP und GTP, 

6,5mM UTP, 3,5mM  

DIG-11-UPT (pH 7,5 (20°C)) 

2µl 

10x Transcription buffer Komponenten s. Anhang 2 µl 

DEPC-Wasser ad 18µl - xµl 

RNA Polymerase (T3 für gp4, 2. und 

gp9; T7 für gp4, 3. und gp9) 
20 U/µl 2 µl 

 

1. Mischen; kurzes Zentrifugieren; Inkubation für 2 Stunden bei 37°C. 

2. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 2µl 0,2M EDTA (pH 8,0; s. Anhang) 

pro Tube. 

 

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

Herstellers verfahren. 

Ethanol-Fällung: 

1. Zugabe von 2,5µl 4M LiCl und 75 µl gekühltem (-20°C) 100% Ethanol zu jedem 

Tube, gut mischen. 

2. Präzipitieren durch Lagerung bei -80°C für 30 Minuten; Zentrifugieren bei 13000 

x g für 15 min bei 8°C. 

3. Verwerfen des Überstandes; Waschen der Pellets mit je 50µl eiskaltem 70% 

Ethanol; Zentrifugieren bei 13000 x g für 5 Minuten bei 8°C. 

4. Verwerfen des Überstandes; Trocknen der Pellets und Auflösen in 100µl DEPC-

Wasser (s. Anhang). 

5. Aliquotieren zu je 10µl 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: Länge, Bezeichnung, Herkunft und Polarität der BDV-GP-Sonden 

Sondenbezeichnung Herkunft RNA-
Polymerase 

Sondenlänge  
(DIG-RNA) 

BDV-GP/N  as  gp9/I T3 316b + 36b 

BDV-GP/N  s gp9/I T7 316b + 36b 

BDV-GP/C  as gp4/I T3 484b + 36b 

BDV-GP/C  s gp4/I T7 484b + 36b 

Als antisense (as)-Sonde wurde der zur viralen mRNA komplementäre Strang bezeichnet, diese 

entspricht selbst der Sequenz der genomischen RNA. Als sense (s)-Sonde wurde der zur 

genomischen Virus-RNA komplementäre 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 Durchführung der RNA-in situ-Hybridisierung 

 

Für 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 Durchführung der ISH erfolgt entsprechend dem Protokoll nach ZURBRIGGEN 

et al., 1993; GAEDKE et al., 1997. Alle Lösungen 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 Lösungen im Wasserbad vorgewärmt und die Schnitte 

anschließend in der Standküvette im Wasserbad inkubiert. Teilweise wurde auch in 

einer feuchten Kammer im Wärmeschrank inkubiert. Nachfolgend sind nur die von 

der RT abweichenden Temperaturen erwähnt. Die Durchführung der ISH fand 

generell in der Standküvette statt, abweichende Inkubationen sind angegeben. Falls 

nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien und Puffer in einem Volumen von 

je 60ml/Standküvette verwendet. Die Konzentrationen, in denen die DIG-markierten 

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

Sonde 
eingesetzte 
Konzentration pro 
100µl HB-Mix  

BDV-N s 3µl 

BDV-N as 3µl 

BDV-GP/N  as 5µl 

BDV-GP/N  s 1µl 

BDV-GP/C  as 5µl* 

BDV-GP/C  s 5µl/* 

*: Die BDV-GP/C-Sonden wurden 1:2 mit  

DEPC-Wasser vorverdünnt 

 

1. Aufziehen der 3 - 4µm dicken Gehirnschnitte auf Super Frost Plus Objektträger 

und trocknen bei 60°C im Trockenschrank für 30 Minuten. 

2. Entparaffinierung der Schnitte in Xylol-Ersatz (Roti-Histol®) für 3 x 5 Minuten, 

anschließend in Isopropanolol, 96%igem und 70%igem Alkohol und in Aqua 

bidest/DEPC für je 5 Minuten. Anschließend für eine Minute in Aqua 

bidest/DEPC und zuletzt für 5 Minuten in 1xPBS inkubieren. 

3. Aufschluss der Zellmembran mit Hilfe von 0,2M HCl für 20 Minuten. 

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

5. Proteolytische Vorbehandlung mit 1µg Proteinase K/ml für 15 Minuten bei 37°C. 

6. Abstoppen der Proteolyse durch 0,2%iges Glycin-PBS für 5 Minuten. 

7. Nachfixierung in 4%igem PFA für 4 Minuten. 

8. Zweimaliges Waschen der Schnitte für je eine Minute mit 1xPBS und 

anschließend für 15 Minuten in 1xPBS + 5mM MgCl2. 

9. Acetylierung der Schnitte in 0,25%igem Acetanhydrid in 0,1M Triethanolamin, pH 

7,5, für 10 Minuten. 

10. Waschen der Schnitte in 1xPBS 2 x eine Minute und anschließend Inkubation in 

1xPBS für 15 Minuten. 

11. Prähybridisierung für mindestens eine Stunde bei 52°C mit 

Prähybridisierungsmix (PHB-Mix). 

12. Hybridisierung für 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 - 30µl des HB-Mix überschichte, mit Gel-bond® Film bedeckt und 

mit Fix-o-gum® abgedichtet. 

13. Nach dem Entfernen von Gel-bond® Film und Fix-o-gum® 

Posthybridisierungswaschung der Schnitte in der Standküvette. 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 für 30 Minuten. 

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

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

17. Inkubation der Schnitte in Puffer 2 (Blocking-Lösung) für 30 Minuten. 

18. Auftragen der anti-DIG-Antikörper-Lösung (s. Anhang). Dafür werden die 

Schnitte erneut waagerecht gelegt, die Objektträger (OT) abgetrocknet und die 

Gewebe mit DAKO-PEN® an den kurzen Seiten der OT abgedichtet. Inkubation 

für 2 Stunden in der feuchten Kammer. 

19. Zweimaliges Waschen für je 15 Minuten in Puffer 1 in der Standküvette. 

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

21. Inkubation der Schnitte in der Farbreaktionslösung (s. Anhang) nach 

Sichtkontrolle für 6 Stunden im Dunkeln. 

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

23. Wässern der Schnitte für 2 x 1 - 2 Minuten in Aqua bidest., anschließend kurz in 

Leitungswasser verbringen. 

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

50°C angewärmt wurde. 

 

3.9.3 in situ-Hybridisierung/Immunhistologie Doppelmarkierung 

 

Eine ISH/IH-Doppelmarkierung wurde an einigen ausgewählten Gehirnschnitten 

BDV-infizierter Ratten vorgenommen, um die Unterschiede in der intrazellulären 

Verteilung von BDV-GP sowie BDV-GP-spezifischer mRNA parallel in einem Schnitt 

zu dokumentieren. Hierfür wurden beispielhaft die Zeitpunkte 14 und 24 Tpi 

ausgewählt, denn hier lagen der Anstieg und die Spitze des Nachweises für BDV-GP 

und die entsprechende mRNA und RNA. 

Für die Doppelmarkierung wurde zuerst die unter 3.9.2 beschriebene in situ-

Hybridisierung mit der BDV-GP/C s-Sonde durchgeführt. Nach der Abstoppreaktion 
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wurden die Schnitte für 3 Minuten in 80% Ethanol (s. 3.8.4) inkubiert. Anschließend 

erfolgte die immunhistologische Inkubation mit dem BDV-GP-spezifischen Antikörper 

gp2 gemäß den Angaben unter 3.8.4 ohne Gegenfärbung. 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. 

 

3.9.4 Kontrollen der in situ-Hybridisierung 

 

Als Nachweis der Spezifität der Reaktionen wurden Folgeschnitte der BDV-infizierten 

Rattengehirne mit reinem Hybridisierungs-Puffer (HB-Mix) ohne Zusatz einer Sonde 

inkubiert. Zusätzlich 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 

anhängenden Sequenzen bis zur T3/T7-Bindungsstelle auszuschließen, wurden 

zusätzlich 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 intranukleäre und zytoplasmatische Reaktionen unterteilt. 

Intranukleäre Präzipitate stellten sich zellgebunden und in Form eines bis mehrerer 

rundlicher Granula dar. In den meisten Fällen war eine diffuse, feingranulierte 

Reaktion des Karyo- und Zytoplasmas vorhanden. Reaktionsprodukte wie Granula 

oder auch diffuse Reaktionen in Perikaryon und Fortsätzen von Neuronen wurde 

ebenfalls als zytoplasmatische Reaktion angesprochen. 

Die Bewertung der Reaktion erfolgte gemäß 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 gemäß den Angaben 

unter 3.8.8 bzw. gemäß den oben genannten Angaben unterschieden. Doppelt 

positive Zellen zeigten dabei die jeweils beschriebenen Präzipitate in 

unterschiedlicher Intensität und Verteilung. Doppelmarkierungen wurden 

ausschließlich qualitativ beurteilt. 

 

An Gehirngewebsschnitten BDV-infizierter Tiere einiger ausgewählter Zeitpunkte (Tpi 

14, 24, 42, 90) wurde zusätzlich eine quantitative statistische Auswertung 

vorgenommen. Hierzu wurden die in der ISH positiven Zellen im Ammonshorn 

ausgezählt 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 Größe der Hippocampusformation 

wurde an jedem einzelnen entsprechenden Gewebeschnitt mit Hilfe des Programms 

analySIS 2.02 der Firma SIS Enterprises (Soft Imaging Software GmbH, Münster) 

und Kamera und Adapter der Firma Kappa Messtechnik, Gleichen, am Olympus 

Photo-Mikroskop MTV-3 BH-2 ausgemessen. Die Ausmessung fand im Institut für 

Veterinär-Anatomie der Justus-Liebig-Universität Gießen statt. Es wurden für jede 

eingesetzte BDV-spezifische Sonde alle positiven Zellen innerhalb des vermessenen 

Gebietes gezählt. 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 Auszählung 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 

Veränderungen über die Zeit global analysiert. Anschließend 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 Veterinärmedizin der 

Justus-Liebig-Universität Giessen durchgeführt. 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 mm2. Die Beschreibung der Daten aus IH und ISH wurde unter 

Verwendung des Programms BMDP1D vorgenommen. Zur statistischen Prüfung des 

Gruppeneinflusses auf Signifikanz kam beim Gruppenvergleich der vier 

verschiedenen dpi-Gruppen je nach statistischem Verteilungstyp der gemessenen 

Variablen die einfaktorielle Varianzanalyse (Test bei annähernder Normalverteilung; 

Programm BMDP7D) oder der Kruskal-Wallis-Test (nicht-parametrischer Test; 

Programm BMDP3S) zum Einsatz. 

Der zusätzliche Vergleich verschiedener Zellkompartimente wurde mit Hilfe einer 

zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen bezüglich des Faktors 

„Expression von BDV-N und BDV-GP und ihrer korrespondierenden RNAs“ unter 

Verwendung des Programms BMDP2V durchgeführt. 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 α-Adjustierung nach Bonferoni angeglichen.  

Bei der Bewertung der Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau α = 0,05 zugrunde 

gelegt, d.h. Ergebnisse mit p ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. 

 

3.11  NACHWEIS VON INFEKTIÖSEM BDV 

 

Die Untersuchung auf infektiöses BDV wurde freundlicherweise von Frau Dr. S. 

Herzog aus dem Institut für Virologie des Fachbereiches Veterinärmedizin der 

Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt. 

Der Isolation von infektiösem BDV aus TissueTek®- eingebettetem, tiefgekühltem 

Gehirnmaterial zweier BDV-infizierter Lewis-Ratten (Tpi 50 und 75) und die 
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Ermittlung des Virustiters erfolgte mit Hilfe von empfänglichen 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 Entnahme wurden die Proben in 

eine Glasgow-Modifikation von Eagle`s Medium (GMEM) mit einem Zusatz von 2% 

fetalem Kälberserum (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 für 10 Minuten entfernt. Die zu 

untersuchende Suspension wurde in Zehnerpotenzen in GMEM 10%igem FKS 

verdünnt. 

50µl jeder vorliegenden Verdünnungsstufe wurden in 2 Kammern eines 

Zellkulturobjektträgers getropft und je 50µl einer Suspension embryonaler 

Kaninchen-Gehirnzellen (REB) zugegeben. 

Die Objektträger wurden im CO2-Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C für 

zehn bis zwölf Tage inkubiert. Die Monolayer auf den Objektträgern wurden 

anschließend bei –20°C für 20 Minuten in Aceton fixiert, luftgetrocknet und mit 

Kaninchenserum in einer Verdünnung von 1:40 inkubiert. Dieses Serum wies einen 

BDV-spezifischen Antikörpertiter von 1:2560 auf. 

Die Visualisierung der infektiösen Viruspartikel erfolgte mittels indirektem 

Immunfluoreszenztest (IIFT). Nach Waschen der Objektträger mit PBS wurde ein 

Fluoreszein-gekoppeltes Anti-Kaninchen-Serum von der Ziege (Dianova, 111-095-

003) aufgetragen. 

Die Titerhöhe wurde nach REB-ID50 (infektiöse Dosis 50 für embryonale Kaninchen-

Gehirnzellen) bestimmt. Dies entspricht der Virusverdünnung, bei der eine 

Fluoreszenz bei 50% aller infizierten Zellen nachweisbar war. Die anschließende 

Berechnung des Virustiters erfolgte nach REED und MÜNCH (1938). 
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4. ERGEBNISSE 

 

4.1 KLINIK 

 

Alle BDV-infizierten Tiere zeigten, in Abhängigkeit vom Tötungszeitpunkt, den für 

adult infizierte Lewis-Ratten typischen biphasischen Krankheitsverlauf. Um den Tag 

14 p.i. entwickelten sich erste klinische Symptome in Form von serösem Augen- und 

Nasenausfluß. Außerdem war eine gesteigerte Aktivität und Aufmerksamkeit der 

Tiere zu bemerken, die sich in den darauffolgenden Tagen zu Nervosität und weiter 

zur Hyperaktivität steigerte. Im weiteren Verlauf der akuten Phase zeigten die Tiere 

zentralnervöse Störungen wie Ataxie sowie aggressives Verhalten gegen die 

Käfiggenossen. Das Maximum dieser klinischen Symptome war zwischen 30 und 40 

Tagen p.i. erreicht.  

Ab diesem Zeitpunkt fand der stufenweise Übergang 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 veränderte 

sich bis zum Ende des Versuchs (Tpi 90) nicht mehr wesentlich. Gegenüber den 

"Mock"-infizierten Tieren und den Kontrolltieren waren erhebliche 

Entwicklungsstörungen zu beobachten. Die BDV-infizierten Tiere blieben in 

Wachstum und Gewichtszunahme deutlich hinter den nicht erkrankten Tieren zurück. 

Weder die "Mock"-infizierten Tiere noch die Kontrolltiere zeigten auffällige klinische 

Symptome. 

 

4.2 HISTOPATHOLOGISCHE BEFUNDE 

 

Alle BDV-infizierten Ratten entwickelten, in Abhängigkeit vom Tötungszeitpunkt, eine 

nichteitrige Meningoenzephalitis. Das Auftreten der entzündlichen und degenerativen 

Veränderungen im Gehirn ist zusammenfassend in Tabelle 14 dargestellt (s. Abb. 8.1 

bis 8.6). Der Verlauf der Entzündung ist in Abbildung 6 und 7 dokumentiert. Die 

einzelnen histopathologischen Veränderungen sowie die Gesamtbewertung des 

Entzündungsgrades 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 mononukleäre Infiltrate und kleine Malazieherde an der 

Inokulationsstelle beobachtet werden. Diese Veränderungen waren jedoch nur bis 

zum Tag 18 p.i. feststellbar. 

Erste dezente mononukleäre Infiltrate, bestehend aus Lymphozyten und 

Makrophagen, waren am Tag 7 p.i. in der Leptomeninx vorhanden, und vierzehn 

Tage nach der Infektion waren auch perivaskulär erste geringgradige mononukleäre 

Infiltrate erkennbar. Im weiteren Verlauf nahm sowohl die Anzahl von 

Entzündungszellen 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 Entzündung 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 außerdem eine deutliche Astrogliose sowie ab Tpi 31 ein 

Hydrocephalus internus bei nahezu allen Tieren. Nach dem Maximum der 

entzündlichen Reaktion (Tag 42 p.i.) gingen vor allem die perivaskulären und 

meningealen Entzündungsinfiltrate zurück, im Parenchym blieben sie jedoch in 

mittelgradiger Ausprägung bis zum Ende des Versuches vorhanden. Ab Tag 60 p.i. 

fanden sich auffallend oft mononukleäre parenchymale Infiltrate in Nähe des IV. 

Ventrikels. Es traten zunehmend Plasmazellen in den entzündlichen Infiltraten auf. 

Ab Tag 24 p.i. waren zunächst vereinzelt, ab Tpi 42 auch etwas häufiger Satellitosen 

zu beobachten. Diese waren besonders im Ammonshorn und dem Cortex cerebri bis 

zum Ende der Untersuchungen vorhanden. 

Die entzündlichen Infiltrate waren zunächst 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 

entzündlichen 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 

einschließlich Tag 42 p.i. zu beobachten waren. Die Faszia dentata des Gyrus 

dentatus wurde im Verlauf der Entzündung ausgedünnt, 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  

Veränderungen 

entzündlich degenerativ 

Tpi 

mening. 

Inf. 

perivask. 

Inf. 

parench. 

Inf. 

Astrogliose Satellitose Hydrocephalus 

internus 

Neuronen-

nekrosen 

1 0 0 0 0 0 0 0,16 

3 0 0 0 0 0 0 0,5 

7 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 

p 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 für „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.: perivaskuläre; 0: keine Veränderungen; 1: geringgradige Veränderungen; 2: 

mittelgradige Veränderungen; 3: maximale Veränderungen (Bewertungsschlüssel s. 3.7) 
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Abb. 6a)-c): Histopathologische Befunde in Gehirnen BDV-infizierter Ratten 

6a) Meningeale, perivaskuläre und parenchymale Infiltrate 
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6b) Astrogliose und Satellitose 
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Abb.6 (Fortsetzung)  

6c) Degenerative Veränderungen 
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Dargestellt sind die Mittelwerte aus der Beurteilung der BDV-infizierten Tiere pro Zeitpunkt (n=3). Die 

Befunde für „Mock“-infizierte und Kontrolltiere waren alle = 0 und sind hier nicht dargestellt. Alle 

Veränderungen der Werte im Zeitverlauf waren hoch signifikant (s. Tab. 14). 

Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; Inf.: Infiltrate; parench.: parenchymale; perivask.: 

perivaskuläre; 0: keine Veränderungen; 1: geringgradige Veränderungen; 2: mittelgradige 

Veränderungen; 3: maximale Veränderungen (Bewertungsschlüssel s. 3.7); Balken: 

Minimum/Maximum 

 

Abb. 7: Verlauf der entzündlichen Veränderungen in Gehirnen experimentell 

infizierter Ratten 
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Die Veränderung des Grades der Entzündungsreaktion über 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 entzündlichen Veränderungen (Mittelwert), Skala 

0–3 (Bewertungsschlüssel 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 Fortsätzen festzustellen, zudem konnte auch eine diffuse Immunreaktion des 

Neuropils beobachtet werden. Die nukleären und zytoplasmatischen 

Reaktionsprodukte zeigten sich vorwiegend als ein bis mehrere Granula oder auch 

diffus verteilt. In den Fortsätzen erschien die granuläre 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 feingranulär 

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 

spindelförmigen Zellen. Zum Teil konnten auch herdförmige 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 Entzündungszellen. 

BDV-N-spezifisches Antigen war zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen in 

Entzündungszellen meningealer, perivaskulärer 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 Fortsätzen von Neuronen, die entweder vereinzelt oder in 

kleinen Gruppen auftraten. Anzutreffen waren diese Neuronen in vielen 

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 ließ sich ein schichtweise betontes Auftreten von BDV-N 

in großen und kleinen Neuronen der Lamina III 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 über 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 gegenüber Tag 12 p.i. 

deutlicher ausgeprägt. Das vorzugsweise Auftreten von BDV-N in Neuronen der 

Pyramidenschichten des Cortex cerebri wurde intensiver und blieb über den 

gesamten Untersuchungszeitraum erhalten, wobei auch in den übrigen Schichten 

des Cortex cerebri BDV-N nachweisbar war, jedoch in geringerem Maße. Im 

weiteren Verlauf verstärkte sich die Intensität 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 Ausmaß erhalten. BDV-N war in allen 

Gehirngebieten und in den unter 4.3.1.1 genannten Zelltypen in hoher Intensität 

nachweisbar. Gegen Ende der Untersuchung verringerte sich die Intensität des BDV-

N-Nachweises nur geringfügig (Verlauf s. Abb. 8). Der Verlauf der Ausbreitung von 

BDV-N über 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 Höhe des N. caudatus/ Putamen und des 

Ammonshorns im Telencephalon. Zudem traten sie vereinzelt in Coronarschnitten 

des Diencephalons, Mesencephalons und des Cerebellums auf. Die Häufigkeit des 

Auftretens solcher positiver Leptomeninxzellen schien sich im Laufe der 

Untersuchungen zu verändern. Sowohl in der Anzahl als auch in der räumlichen 

Ausbreitung war zunächst ein Anstieg festzustellen, nach dem Tag 42 p.i. ging 

jedoch die Zahl der positiven Leptomeninxzellen wieder leicht zurück. An den Tagen 

50 und 60 p.i. konnten deutlich eine bis mehrere herdförmige 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 Anfärbung 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 Fortsätzen war BDV-M nur unregelmäßig und in 

geringem Maße 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 späteren 

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 

Entzündungszellen meningealer, perivaskulärer 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 ähnlich. 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 zählten 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 großen Neuronen auftrat, war BDV-M 

auch in kleineren Neuronen vorhanden. Während der nächsten 

Untersuchungszeitpunkte (Tpi 14, 18, 22) war die Intensität und die Verteilung der 

Immunreaktion schwach bis mittelstark. Ab dem Tag 24 p.i. war BDV-M verstärkt im 

Neuropil nachweisbar, vor allem im Ammonshorn und im Cortex cerebri. Auch die 

Zahl BDV-M-positiver Astrozyten nahm zu, während in den großen Neuronen der 

immunhistologische Nachweis des BDV-M abzunehmen schien. Kleinere Neuronen 

wiesen weiterhin deutlich BDV-M auf. Dieses immunhistologische Verteilungsmuster 

(überwiegender Anteil positiver Astrozyten, intensivere Neuropilreaktion, BDV-M-

Nachweis häufiger in kleinen als in großen Neuronen) verstärkte 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 einschließlich Tag 50 p.i. BDV-M war in fast allen Gehirngebieten 
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nachweisbar, wobei Neuropil- und astrozytäre Reaktionen überwogen. Ab dem Tag 

60 p.i. war BDV-M immunhistologisch in einer abnehmenden Anzahl von Zellen und 

in abnehmender Intensität nachweisbar und bis zum Untersuchungsende (Tag 90 

p.i.) in gering- bis mittelgradigem Ausmaß 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) durchgeführt. Beispielhaft wurden dafür Gehirne von Tieren verwendet, die 

eine deutliche Astrogliose aufwiesen. Dazu wurden Infektionszeitpunkte des 

maximalen Auftretens der Entzündung bis hin zum Ende der Untersuchungen 

ausgewählt (Tage 31, 42, 50, 60, 75 und 90 p.i.). Es konnte eine Kolokalisation 

beider Antigene im astrozytären Zytoplasma nachgewiesen werden (s. Abb. 8.18c), 

während in Neuronen lediglich eine BDV-M-spezifische Immunreaktion vorhanden 

war. In einzelnen Astrozyten war auch im Kern BDV-M nachzuweisen, während 

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. ausschließlich im Zytoplasma von Neuronen nachgewiesen 

werden, und zwar vorwiegend im Perikaryon. Hierbei wiesen vorrangig große 

Neuronen eine BDV-GP spezifische Immunreaktion auf. Es fanden sich auch positive 

Reaktionen in den Fortsätzen großer 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 Entzündungszellen 

meningealer, perivaskulärer 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 ausgeprägt und erreichte nie die gleiche, hohe 

Reaktionsintensität 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 Ausmaß bis 

zum Tag 28 p.i. bestehen. In diesem Untersuchungszeitraum waren deutlich mehr 

positive Neuronen zu beobachten, vor allem im Cortex cerebri, Ammonshorn (CA3-

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 verstärkt in den 

lateralen Kerngebieten auf. Im Cerebellum war BDV-GP auch in Purkinjezellen, in 

einzelnen Körnerzellen 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 III und Lamina V (Pyramidenschichten) zu 



ERGEBNISSE 

 

83

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 schließlich nur einzelne positive große 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 entzündlichen Veränderungen wurden bestimmte zu untersuchende 

Zeitpunkte für den immunhistologischen Nachweis von SPC-spezifischen Antigenen 

festgelegt. dazu wurden die Tage 1, 3, 7, 12 und 14 p.i. ausgewählt, weil am 

wahrscheinlichsten in der Anfangsphase der BDV-Infektion eine Regulierung der 

Expression SPC-spezifischer Antigene im Zusammenhang mit beginnender 

Virusreplikation und entzündlichen Veränderungen auftreten könnte. Im 

Untersuchungszeitraum Tpi 31 und 42 lag das Maximum der Entzündung und der 

BDV-N Expression, daher wurden diese Zeitpunkte einbezogen. Die Tage 60 und 90 

p.i. wurden untersucht, um mögliche langfristige Veränderungen in der späten Phase 

der BDV-Infektion verfolgen zu können. 
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4.4.1 Immunhistologischer Nachweis des SPC4-spezifischen Antigens 

 

4.4.1.1 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 Fortsätzen 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 Fortsätzen erschienen zumeist feingranulär 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 

Entzündungszellen meningealer, perivaskulärer oder parenchymaler Infiltrate 

darstellbar. Aufgrund der verwendeten Tyraminverstärkung zum Nachweis des SPC4 

Antigens war die morphologische Zuordnung von Zellen erschwert und häufig nicht 

eindeutig möglich. In den als Negativkontrollen inkubierten Folgeschnitten waren 

keine Nachweisreaktionen vorhanden (s. 3.8.7). 

 

4.4.1.2 Zeitliche und regionale Ausbreitung 

 

Insgesamt war das SPC4-spezifische Antigen weit innerhalb der Gehirne verbreitet 

und wies eine mittlere bis hohe Intensität 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 häufig 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 Ausmaß festgestellt werden. Zwischen 

den Tieren traten zum Teil geringgradige individuelle Unterschiede im Ausmaß 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 schließen 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 

ausschließlich in den Fasern der weißen Substanz als feingranuläre bis diffuse 

Anfärbung auf. Auch in den Fortsätzen von Neuronen waren z.T. perlschnurartig 

aufgereihte, feingranuläre 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 

Entzündungszellen meningealer, perivaskulärer 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 Maße 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 gleichermaßen zu allen untersuchten 

Zeitpunkten p.i. vorhanden. Geringgradige individuelle Unterschiede im Ausmaß 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 schließen 

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 zellulärer 

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 
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Fortsätzen und auch im Neuropil zu finden. BDV-M war hingegen seltener in 

Ependymzellen nachzuweisen. Es ließ sich v.a. im Zytoplasma von Astrozyten und 

Neuronen sowie im Neuropil finden, manchmal auch in neuronalen Fortsätzen, aber 

nur selten im Kern von Neuronen und auch nicht in leptomeningealen Zellen. Das 

BDV-GP wies eine restriktive Immunreaktion auf, es konnte nahezu ausschließlich im 

Zyto- und manchmal auch im Axoplasma großer 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 

immunhistologisch 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 späteren 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 

zurückgegangen, es zeigte sich eine mäßiges Auftreten der BDV-M-spezifischen 

Immunreaktion. 

Das BDV-GP war sehr eingeschränkt immunhistologisch nachweisbar. BDV-GP 

spezifische Reaktionsprodukte fanden sich hauptsächlich in einigen wenigen 

Gehirnarealen, die BDV-GP spezifische Immunreaktion erreichte auch an ihrem 

Maximum zwischen Tag 18 und 24 p.i. nicht annährend das Ausmaß 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, daß 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 über 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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p-Werte für den globalen Vergleich über die Zeit (signifikant): BDV-N p=0,0007, BDV-GP p=0,0003, 

BDV-M p=0,0006. p-Werte für die Vergleiche gegeneinander: BDV-N zu BDV-GP p<0,0001, BDV-GP 

zu BDV-M p=0,0002, BDV-N zu BDV-M p=0,0290. 

x-Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion; untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n = 3; y-

Achse: Immunhistologische Reaktion (Zahl positiver Zellen, Ausbreitung im Gehirn; Mittelwerte), Skala 

0-3 (Bewertungsschlüssel 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 mäßige 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 ausschließlich in Fasern 

der weißen Substanz sowie in Fortsätzen 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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p-Werte für den globalen Vergleich über die Zeit: SPC4 p=0,0242 (signifikant), SPC6A p=0,1707 

(nicht signifikant); p-Werte für 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 Veränderungen; 1: geringgradige 

Veränderungen; 2: mittelgradige Veränderungen; 3: maximale Veränderungen (Bewertungsschlüssel 

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 

ausgewählter Zeitpunkte durchgeführt. Dabei wurden für die Kinetik der Ausbreitung 

und Verteilung der BDV-spezifischen Antigene BDV-N und BDV-GP wichtige 

Zeitpunkte ausgewählt, um eine Korrelation zum Nachweis der jeweiligen 

virusspezifischen RNA zu ermöglichen.  

Aus diesem Grund wurden für die in situ-Hybridisierung die Tage 3, 7, 14, 24, 42, 60 

und 90 p.i. ausgewählt. 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 würde. Weiterhin 

wurde der Zeitpunkt des erstmaligen immunhistologischen Nachweises von BDV-N 

und BDV-GP ausgewählt, 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. Außerdem konnte an diesem Tag p.i. erstmals eine 

deutliche Entzündung im Gehirn der infizierten Tiere festgestellt werden. Ausgewählt 

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 gegenüber seinem Maximum kaum veränderte, während 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 ließ 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 Fortsätzen 

von Neuronen detektiert werden. Bei ca. 50-80% der Neuronen waren zusätzlich die 

Kerne positiv (s. Ergebnisse der statistischen Auswertung 4.8). Eine Neuropilreaktion 

war nicht vorhanden. Auch in Ependymzellen war in Kernen, seltener zusätzlich im 

Zytoplasma, BDV-N mRNA vorhanden. Da aufgrund der proteolytischen Behandlung 
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der Gewebeproben während der in situ-Hybridisierung die morphologische 

Zelltypisierung nur noch bedingt möglich war, ließ 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 dürfte. BDV-N mRNA spezifische Reaktionsprodukte traten 

als blauschwarze Granula auf, zum Teil war die Anfärbung aber auch diffus 

blauschwarz. Im Kern zeigte sich gerade zu den frühen Untersuchungszeitpunkten 

häufig nur ein einzelner deutlicher Punkt, morphologisch möglicherweise dem 

Nukleolus entsprechend, als positive Reaktion. 

In der Leptomeninx fanden sich vereinzelt bis herdförmig positive Reaktionen in 

rundovalen bis spindelförmigen Zellen. In diesen Zellen war BDV-N mRNA in den 

Kernen bzw. in Kern und Zytoplasma nachzuweisen. Die Kernreaktion war vorrangig 

punktförmig, zum Teil aber auch diffus. 

Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen war BDV-Nukleoprotein-mRNA in 

Entzündungszellen meningealer, perivaskulärer 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 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 Nähe 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, periventrikulär 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 Fortsätzen von Neuronen besonders stark 
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waren. Die Kernreaktion, soweit vorhanden, war meist schwächer (s. Abb. 8.28 a,b). 

Auch an den Tagen 42 und 60 p.i. war die BDV-N mRNA noch in hohem Ausmaß 

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 herdförmige Zellansammlungen mit BDV-N 

mRNA basal in der Nähe 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 über 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 ließ 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 hauptsächlich 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 Färbung des gesamten Kerns 

dar. Gerade zu Beginn der Untersuchung, an den Tagen 7, 14 und 24 p.i., war 

vermehrt die punktförmige Anfärbung in neuronalen Nuklei, z.T. möglicherweise als 

Anfärbung des Nukleolus, vorhanden, während an Tag 42, 60 und 90 p.i. zunehmend 

häufiger eine diffuse Kernreaktion auftrat. Bei anderen Zellpopulationen des ZNS war 

vorwiegend ein diffuses, blauschwarzes Kernsignal zu erkennen. Vor allem zu 

späteren Untersuchungszeitpunkten traten in einzelnen Gebieten zusätzlich 
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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 übrigen Gehirngebieten war BDV-N 

RNA vereinzelt im Zytoplasma großer Neuronen zu beobachten.  

In der Leptomeninx fanden sich vereinzelt bis herdförmig positive Reaktionen in 

rundovalen bis spindelförmigen Zellen. In diesen Zellen war BDV-N RNA in den 

Kernen nachzuweisen. Die Kernreaktion war vorrangig punktförmig. 

Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen war BDV-N RNA in Entzündungszellen 

meningealer, perivaskulärer oder parenchymaler Infiltrate, in neuronalen 

Satellitenzellen oder in weiteren Strukturelementen des Gehirns darstellbar. Da 

aufgrund der proteolytischen Behandlung der Gewebeproben während der in situ-

Hybridisierung die morphologische Zelltypisierung nur noch bedingt möglich war, war 

eine eindeutige Aussage zum Nachweis von BDV-N mRNA in Astrozyten und 

Oligodendrozyten sowie in kleinen Neuronen nicht immer mit absoluter Sicherheit 

möglich. In einigen Gehirnregionen, z. B. dem Corpus callosum, war jedoch aufgrund 

der Lokalisation positiver Zellen eine Zuordnung möglich. 

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 zunächst noch 

punktförmige, später zunehmend diffuse Farbreaktionen auf (s. Abb. 8.34). In den 

neuronalen Kernen waren punktförmige Anfärbungen zu beobachten, und im 

Ammonshorn waren bereits zusätzlich einige Fortsätze 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 über 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 Nähe zum Hypothalamus deutlich BDV-N RNA als 

punktförmige 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. ließ 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 Fortsätzen auf. 

Im Kern waren entweder einzelne blauschwarze Punkte oder auch eine diffuse 

blauschwarze, den Kern ausfüllende Anfärbung vorhanden. Zytoplasmatische 

Reaktionen oder positive Reaktionen in Fortsätzen waren feingranulär bis diffus und 

zeigten sich bei schätzungsweise 30% der Neuronen. Dies war in den 

Gehirngebieten unterschiedlich, besonders zahlreich traten zytoplasmatische 

Reaktionen in Neuronen des Ammonshorns auf.  

Da während der in situ-Hybridisierung das Gewebe proteolytisch behandelt wurde, 

war die morphologische Zelltypisierung, insbesondere bei sehr kleinen Zellen, nur 

bedingt möglich. 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 möglich war (z.B. im 

Corpus callosum). 

In der Leptomeninx fanden sich vereinzelt bis herdförmig positive Reaktionen in 

rundovalen bis spindelförmigen Zellen. In diesen Zellen war BDV-GP mRNA jeweils 

nur in den Kernen nachzuweisen, wobei die Kernreaktion vorrangig punktförmig war. 

Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen war BDV-GP mRNA in Entzündungszellen 

meningealer, perivaskulärer 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 

periventrikulär (III. 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 ausschließlich 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 Fortsätzen 

von Neuronen stieg zu späteren Zeitpunkten der Untersuchung (Tpi 60 und 90) an (s. 

Ergebnisse der statistischen Auswertung 4.8). Zytoplasmatische Reaktionsprodukte, 

soweit sie vorhanden waren, erschienen feingranulär bis diffus. Am Tag 90 p.i. 

verringerte sich das Ausmaß der BDV-GP mRNA positiven Signale geringgradig 

bezüglich 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 Veränderungen 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, ließ 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 während der in situ-Hybridisierung das Gewebe 

proteolytisch behandelt wurde, war die morphologische Zelltypisierung, insbesondere 

bei sehr kleinen Zellen, nur bedingt möglich. Somit konnten, außer 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 

ausfüllende Anfärbung 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 häufig zu 

beobachten. 

In der Leptomeninx fanden sich vereinzelt bis herdförmig positive Reaktionen in 

rundovalen bis spindelförmigen Zellen. In diesen Zellen war BDV-GP RNA in den 

Kernen nachzuweisen, wobei die Kernreaktion vorrangig punktförmig war. 

Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen war genomische BDV-GP RNA in 

Entzündungszellen meningealer, perivaskulärer 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 periventrikulär 

gelegenen Gehirngebieten (III. 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). Gegenüber 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 Anfärbung auftraten. 

Zudem war genomische BDV-GP RNA vereinzelt in neuronalen Fortsätzen 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 erwähnt, auch das BDV-GP-spezifische Antigen 

nachweisbar. Der Nachweis von genomischer BDV-GP RNA in Fortsätzen 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 häufig 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 möglich war. Die genomische BDV-GP 

RNA fand sich zwar in allen Regionen des Gehirns, ein gehäuftes 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 zurück, 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 Veränderungen im Nachweis von genomischer BDV-GP-N und –C RNA über 

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. Während das BDV-GP ausschließlich im 

Zytoplasma nachzuweisen war, fand sich die BDV-GP mRNA größtenteils 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, ließen 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 großen 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 gegenüber dem der 

entsprechenden genomischen RNA-Abschnitt nachgewiesen werden. Weiterhin 

waren Unterschiede in der Ausbreitung und intrazellulären Verteilung von BDV-N 

mRNA und BDV-GP mRNA sowie genomischer BDV-N RNA gegenüber 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 Fortsätzen, 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 beschränkt, wobei es einige wenige zytoplasmatische 

Reaktionen gab. Zum Teil fand sich diese genomische RNA zu späteren 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 Rückgang der Anzahl 

der für diese RNA-Spezies positiven Zellen war gegen Ende der Untersuchung bei 

der BDV-N mRNA und der genomischen BDV-N RNA gleichermaßen 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 Ausmaß 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 

übrigen 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 Rückgang in der 

Ausbreitung und der Häufigkeit von positiven Nachweisreaktionen vorhanden. Die 

BDV-GP mRNA war am häufigsten in Kernen zu beobachten, aber auch 

zytoplasmatische Reaktionen traten zu späteren 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 ließ sich häufig 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 ließen sich alle untersuchten BDV-spezifischen 

RNA in rundovalen bis spindelförmigen 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 ausschließlich 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 Nähe des 

Hypothalamus oder Cerebellums gelegen. Bei diesen Zellen handelte es sich 

morphologisch nicht um mononukleäre Zellen, wie sie in den entzündlichen Infiltraten 

im Gehirn der BDV-infizierten Tiere vorkommen. 

 

Abb. 10: Vergleichende Darstellung der Nachweise verschiedener BDV-RNA mit 

Hilfe der in situ-Hybridisierung 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tpi

G
ra

d
 d

es
 N

ac
h

w
ei

se
s

BDV-N mRNA BDV-N gen. RNA BDV-GP-N mRNA

BDV-GP-N gen. RNA BDV-GP-C mRNA BDV-GP-C gen. RNA
 

p-Werte für den globalen Vergleich (alle signifikant): BDV-N mRNA p=0,0064; BDV-N gen. RNA 

p=0,0083; BDV-GP-N mRNA p=0,0097; BDV-GP-N gen. RNA p=0,0129; BDV-GP-C mRNA p=0,0145; 

BDV-GP-C gen. RNA p=0,0092.  

p-Werte für den jeweiligen Vergleich zwischen mRNA und gen. RNA (alle nicht signifikant): BDV-N 

mRNA zu BDV-N gen. RNA p=0,1275; BDV-GP-N mRNA zu BDV-GP-N gen. RNA p=0,9788; BDV-

GP-C mRNA zu BDV-GP-C gen. RNA p=0,7934. 

x-Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3, 

dargestellt sind die Mittelwerte; y-Achse: Grad des RNA-Nachweises (Anzahl der Zellen mit RNA-

Nachweis, Vorkommen im Gehirn), Skala 0-3 (s. 3.9.5); BDV-GP: BDV-Glykoprotein; GP-N: BDV-

Glykoprotein N-terminaler Anteil; GP-C: BDV-Glykoprotein C-terminaler Anteil; BDV-N: BDV-

Nukleoprotein; gen.RNA: genomische RNA; mRNA: messenger RNA; Balken: Minimum/Maximum 
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4.7 KORRELATION ZWISCHEN DEN KLINISCHEN, 

HISTOPATHOLOGISCHEN UND IMMUNHISTOLOGISCHEN 

BEFUNDEN UND DEN ERGEBNISSEN DER IN SITU-

HYBRIDISIERUNG 

 

4.7.1 Entzündung und klinische Symptomatik 

 

Das Einsetzen klinischer Symptome um den Tag 14 p.i. stimmte überein mit der 

histologisch feststellbaren Ausbreitung der Entzündung auf das gesamte Gehirn. 

Auch das Erreichen des Höhepunktes der klinischen Symptomatik korrelierte mit 

dem Maximum der Entzündung um die Tage 31 und 42 p.i. Das anschließende 

chronische Stadium der klinischen Symptome zeigte sich histologisch mit dem 

verstärkten Vorkommen von parenchymatösen Infiltraten, Plasmazellen und 

zunehmender Gliose. 

 

4.7.2 Expression von BDV-spezifischen Proteinen, BDV RNAs und 

Entzündungsreaktion 

 

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 

Entzündungsinfiltrate 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 

stärksten Entzündung (Tpi 31/42) deckte sich mit dem Zeitpunkt des maximalen 

Nachweises des BDV-N spezifischen Antigens, während das Maximum des BDV-GP 

spezifischen Antigennachweises (Tpi 18) und des Nachweises von BDV-N 

mRNA/RNA und BDV-GP mRNA/RNA (Tpi 24) früher 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. Während das Vorkommen der genomischen BDV-N RNA 

deutlich auf den Zellkern beschränkt 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 ließ sich hingegen fast ausschließlich in Zellkernen 

nachweisen. Bezüglich 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 für 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 

ausschließlich im Zytoplasma großer 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 einschließlich 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 zurück. 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. Gegenüber dem 

immunhistologischen Nachweis von BDV-GP war die Anzahl positiver Zellen deutlich 

höher. 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 Rückgang 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 ließ sich sowohl BDV-N RNA als auch BDV-GP RNA in rundovalen 

bis spindelförmigen Zellen der Leptomeninx detektieren, immunhistologisch konnte in 

diesen Zellen jedoch nur BDV-N-spezifisches Antigen nachgewiesen werden. 
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Während bei der ISH erste positive Zellen schon am Tag 7 p.i. auftraten, ließ sich 

immunhistologisch erst am Tag 14 p.i. 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 

Nähe 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 ausschließlich 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: Ausmaß des RNA-Nachweises und der Immunreaktion (Intensität 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 

Fläche (mm2). Die Anzahl positiver Zellen/mm² 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/mm². Am Tag 24 p.i. 

war die Zahl positiver Zellen mit 120/mm² am geringsten. Innerhalb der Zellen, die 

BDV-N-spezifisches Antigen exprimierten, war dieses fast ausschließlich 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 außerdem zum frühsten hier untersuchten Zeitpunkt, 

Tpi 14, bei 12,6% der BDV-N positiven Zellen ausschließlich 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/mm² 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 ausschließlich 

zytoplasmatischer Reaktion wurde im Laufe der Untersuchung immer weniger 

(11,6% an Tag 90 p.i.), während der Anteil der Zellen mit zytoplasmatischer und 

nukleärer 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 größte Wert 

waren durchschnittlich 1,9 Zellen/mm² an Tag 90 p.i.  

Die Expression der genomischen RNA des BDV-N war bis auf vereinzelte Zellen 

mit zytoplasmatischer oder zytoplasmatischer und nukleärer Reaktion auf die 

Zellkerne beschränkt (s. Abb. 14b). Am Tag 14 p.i. waren ca. 43 Zellen/mm² für die 

genomische BDV-N mRNA positiv, und diese Zahl stieg auf durchschnittlich 233 

Zellen/mm² 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 ungefähr gleich und an 

den Tagen 42 und 90 p.i. höher als die Gesamtzahl von Zellen mit positivem BDV-N 

mRNA Signal. Ein paarweiser Vergleich zwischen BDV-N genomischer und mRNA 

ließ keine statistisch signifikanten Unterschiede erkennen (s. Abb. 21). 
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Interessanterweise war die Gesamtzahl der für das BDV-N-spezifische Antigen 

positiven Zellen fast zu allen untersuchten Zeitpunkten höher als die Gesamtzahl von 

Zellen, in denen die entsprechenden RNAs nachgewiesen werden konnten. Diese 

Beobachtung wurde auch durch die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung 

bestätigt. 

 

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/mm², an den anderen drei untersuchten Zeitpunkten (24, 42, 90 Tpi) 

zwischen 30 und 32 Zellen/mm². Die Expression des BDV-GP war hierbei fast 

ausschließlich 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/mm² an Tpi 24). 

Im Unterschied zur semiquantitativen Auswertung waren hier bei den BDV-GP RNAs 

Differenzen zwischen den Ergebnissen in Abhängigkeit 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/mm² 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 

beschränkt, und in deutlich weniger Zellen trat zusätzlich ein Signal im Zytoplasma 

auf (maximal 40 Zellen/mm² 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/mm² noch 

fast gleich, stieg dann aber weniger steil an (maximal 175 Zellen/mm² an Tag 42 p.i.) 

und fiel am Ende der Untersuchungen (Tpi 90) auf 131 Zellen/mm² ab. Die 

intrazelluläre Verteilung der N-terminalen mRNA des BDV-GP wies im Vergleich zur 

C-terminalen BDV-GP mRNA ein anderes Muster auf: Es überwog der Anteil 

positiver Zellen mit mRNA in Kern und Zytoplasma (maximal 95 Zellen/mm² an Tag 

42 p.i.).  

Die Expression von BDV-GP mRNA oder genomischer RNA ausschließlich 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 für den N-terminalen und 

den C-terminalen Anteil der genomischen BDV-GP RNA gleich, sie traten beide fast 

ausschließlich 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/mm² an Tag 14 p.i. auf 392 Zellen/mm² an Tag 90 

p.i.), während beim N-terminalen Anteil der RNA das Maximum an Tag 42 p.i. 

erreicht war (283 Zellen/mm²) und die Anzahl positiver Zellen an Tag 90 p.i. abfiel.  

Verglichen mit der semiquantitativen Auswertung bestätigte sich bei der quantitativen 

Analyse die Beobachtung, daß signifikant mehr BDV-GP mRNA und RNA (C- und N-

terminal) in den Zellen nachgewiesen werden konnte als BDV-GP-spezifisches 

Antigen. Auch die intrazelluläre Lokalisation, nämlich vorwiegend zytoplasmatisch bei 

BDV-GP und vorwiegend nukleär bei den untersuchten BDV-GP RNAs, stimmte mit 

den vorherigen Ergebnissen überein. Die Unterschiede in der intrazellulären 

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 über den gesamten 

Beobachtungszeitraum signifikant niedriger als die des BDV-N (p < 0,0001) (s. Abb. 

17). Auch die intrazelluläre 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 intrazellulären 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 

höchste Anzahl positiver Zellen im Ammonshorn von allen untersuchten Antigenen 

bzw. RNAs, was im Gegensatz zu den Ergebnissen der semiquantitativen 

Auswertungen stand. Die Anzahl der für BDV-GP-N mRNA positiven Zellen war 

gegenüber den für 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 intrazellulären 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 ausschließlich im Zytoplasma positiver Zellen 

nachweisbar, BDV-GP mRNA hingegen trat nur im Kern oder in Kern und 

Zytoplasma, aber nie ausschließlich im Zytoplasma positiver Zellen auf. 

Alle untersuchten genomischen RNAs des BDV waren in ihrer Expression 

ausschließlich auf den Kern der positiven Zellen beschränkt und unterschieden sich 

nur hinsichtlich der Häufigkeit ihres 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 mm2 ; 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 unabhängig von deren intrazellulären 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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14b) BDV-N genomische RNA 
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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 mm2 ; 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 unabhängig von deren 

intrazellulären 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 mm2 ; 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 unabhängig von deren intrazellulären 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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16b) BDV-GP-C genomische RNA 
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Abb. 16 (Fortsetzung) 

16c) BDV-GP-N mRNA 
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16d) BDV-GP-N genomische RNA 
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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 mm2 ; 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 unabhängig von 

deren intrazellulären 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 unabhängig 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 mm2 ; 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 unabhängig 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 mm2 ; 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 unabhängig 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 mm2 ; 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  
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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 mm2 ; 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 mm2 ; 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 INFEKTIÖSEM BDV 

 

Das Vorhandensein von infektiösem Virus in Gehirnen der BDV-infizierten Ratten 

wurde durchIndirekten Immunfluoreszentest bestätigt. Am Tag 50 p.i. wurde aus 

BDV-infiziertem Gehirnmaterial infektiöses Virus in einem Titer von 2x107 ID50/ml 

isoliert. Dieser hohe Virustiter war auch am Tag 75 p. i. noch vorhanden, hier konnte 

infektiöses Virus ebenfalls mit einem Titer von 2x107 ID50/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 zellulärer 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 ermöglichen. Die kontrollierte Expression viraler 

Glykoproteine ist möglicherweise 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 über die Regulation der BDV-GP Expression in vivo zu gewinnen. 

Diese Ergebnisse können zu einem besseren Verständnis der Ausbreitung, 

Replikation und Persistenz des BDV im ZNS beizutragen. 

 

5.1 KLINIK UND HISTOPATHOLOGISCHE VERÄNDERUNGEN 

 

Der typische biphasische Verlauf der klinischen BD bei adulten, intrazerebral 

infizierten Lewis-Ratten wurde bereits in frühen 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, Agressivität, 

Hyperaktivität sowie Nasen- und Augenausfluß. Die ersten Symptome setzten, wie 

auch in der Literatur beschrieben, zeitgleich mit dem Auftreten erster entzündlicher 

Veränderungen 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 Übergang zur chronischen Phase mit Anorexie, Somnolenz, Apathie und 

Paralyse. 

Alle BDV-infizierten Tiere entwickelten eine nichteitrige Meningoenzephalitis. 

Histopathologisch konnten mononukleäre leptomeningeale, perivaskuläre und 
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parenchymatöse Infiltrate sowie Satellitose, Astrogliose und degenerative 

Veränderungen beobachtet werden. Die in dieser Arbeit beschriebenen 

histopathologischen Veränderungen entsprechen weitgehend den 

Untersuchungsergebnissen früherer Studien (NARAYAN et al., 1983 a, b; 

KOMPTER, 1987; DESCHL, 1988; HERDEN, 1997). So war das Maxiumum der 

mononukleären Infiltrate zwischen Tag 31 und 42 p.i. zu finden, ab Tag 50 p.i. 

nahmen die Entzündungszellinfiltrate deutlich ab, und es entwickelte sich ein gering- 

bis mittelgradiger Hydrocephalus internus. Die perivaskulären und parenchymalen 

mononukleären Infiltrate traten, wie bereits in anderen Studien beschrieben, 

vorwiegend in Cortex cerebri, Hippocampus, Amygdala und Thalamus auf. 

Abweichungen in der beobachteten Kinetik der entzündlichen Veränderungen zu 

vorherigen Studien könnten auf die Verwendung eines BDV-Isolates zurückgeführt 

werden, der häufigeren Passagen unterzogen wurde als die in der Literatur 

verwendeten BDV-Präparationen. So lagen das Maximum der Entzündung und der 

degenerativen Veränderungen hier zeitlich gesehen ca. 10 Tage später als bei 

NARAYAN et al. (1983 a, b) beschrieben. Außerdem konnten in der vorliegenden 

Studie keine Einschlußkörperchen in Neuronen beobachtet werden. 

Die Zusammensetzung der Entzündungszellpopulation aus Makrophagen und 

Lymphozyten sowie das vermehrte Auftreten von Plasmazellen ab Tag 31 p.i. 

entsprachen ebenfalls den Ergebnissen früherer Untersuchungen (DESCHL, 1988; 

DESCHL et al., 1990; HERDEN, 1997; HERDEN et al., 2000). 

 

5.2 NACHWEIS VON INFEKTIÖSEM BDV  

 

Infektiöses Virus wurde mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztestes im 

Gehirngewebe BDV-infizierter Tiere nachgewiesen. Dies bestätigt, 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 infektiösem Virus zu 

späten Zeitpunkten nach der Infektion scheint in Kontrast zur abnehmenden 

Expression von BDV-GP im Verlauf der Infektion zu stehen. Möglicherweise ist dies 

ein Hinweis darauf, dass das BDV-GP essentiell für eine initiale, neuronale 

Ausbreitung im Gehirn ist (BAJRAMOVIC et al., 2003). Zu späteren Zeitpunkten 
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könnten aber andere Mechanismen zur Virusausbreitung und dem Erhalt der 

Persistenz benutzt werden, wie z.B. unbehüllte RNPs (GOSZTONYI 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 früheren 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 frühe und disseminierte Expression von BDV-N im gesamten 

Rattengehirn konnte in dieser Studie bestätigt 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 

Fortsätzen 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 erwähnten 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 verstärkt 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 höher 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 Fortsätzen von Neuronen detektiert 

werden. Bei ca. 50-80% der Neuronen waren zusätzlich die Kerne meist schwach 

positiv, während eine Neuropilreaktion nicht vorhanden war. In Ependymzellen war 

BDV-N mRNA vorrangig in Kernen, seltener zusätzlich im Zytoplasma nachweisbar. 

Eine sichere Aussage über das Vorkommen von BDV-N mRNA in Oligodendrozyten, 

Astrozyten und kleinen Neuronen war durch die Vorbehandlung des Gewebes 

während der ISH erschwert, aber in einigen Gehirnregionen möglich. Sie wurde 

außerdem bereits in früheren Studien belegt (GOSZTONYI et al., 1991, 1995). BDV-

N mRNA spezifische Reaktionsprodukte traten als Granula, teilweise auch diffus auf. 

Intranukleär zeigte sich in Neuronen gerade zu frühen Zeitpunkten p.i. oft nur ein 

einzelner deutlicher Punkt als positive Reaktion, der morphologisch möglicherweise 

dem Nukleolus entspricht. Die intranukleäre Lokalisation von BDV-N mRNA ist mit 

den Ergebnissen von PYPER et al. (1998) vergleichbar, die ebenfalls zu Beginn der 

BDV-Infektion verstärkt 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 könnte.  

Bereits am Tag 3 p.i. konnte bei einem Tier in der Nähe 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, 

periventrikulär 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 unabhängig von den 

infizierten Zelltypen mittels ISH für die BDV-N mRNA starke zytoplasmatische und 

schwächere nukleäre Signale festgestellt werden. Dies zeigt die Verfügbarkeit großer 

Mengen von BDV-N mRNA für die Translation des Virusproteins BDV-N, welche in 

der beobachteten starken Expression von BDV-N resultierte. Die schwächeren 

nukleären Reaktionen könnten 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 während 
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einer BDV-Infektion in signifikant geringerem Ausmaß vorliegt als virale mRNA. Dies 

wurde auch durch gezielte Quantifizierung des viralen Antigenoms bestätigt 

(POROMBKA und HERDEN, persönliche Mitteilung). 

Genomische BDV-N RNA fand sich nahezu ausschließlich in den Kernen von 

Neuronen, Glia- und Ependymzellen. Es wurden mehrere punktförmige positive 

Reaktionen im Nukleus von Neuronen beobachtet, und eine Abgrenzung des 

Nukleolus war kaum möglich. 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 beschränkte 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 späteren 

Untersuchungszeitpunkten zusätzlich entlang neuronaler Fortsätze detektiert 

werden. Dies stellt möglicherweise den Transport genomischer RNA zu synaptischen 

Termini dar, wo Reifung und Freisetzung des BDV stattfinden können.  

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 zunächst 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 lässt auf eine anhaltende Virusreplikation schließen. 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 

früheren 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. Höchstwahrscheinlich 

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 Abklärung, ob diese Zellen an der 

Auslösung entzündlicher Reaktionen im Sinne von Antigen präsentierenden Zellen 

oder an der Beschränkung der Virusausbreitung in nicht-neuronale Gewebe beteiligt 

sind.  

Zusammenfassend bestätigt sowohl die intrazelluläre, als auch die weitläufige 

regionale Verteilung von BDV-N und dessen RNAs im gesamten Gehirn seine 

essentielle Funktion für die BDV-Transkription und –Replikation (CARBONE et al., 

1992; BRIESE et al., 1992; CUBITT et al., 1994; KOBAYASHI et al., 2001). Neuere 

Studien haben außerdem ergeben, dass exzessive Mengen von BDV-N in infizierten 

Zellen als eine Art Schutz vor einer BDV Superinfektion dienen und somit vermutlich 

zur genomischen Stabilität 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 für die Virusreifung und –freisetzung. Die bisher in der Literatur 

beschriebenen Untersuchungen des BDV-M beziehen sich hauptsächlich auf dessen 

Struktur, Topologie in Membranen und bestimmte räumliche 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). In vivo-Untersuchungen zur spatio-temporalen 

Ausbreitung sowie zur zellulären und subzellulären Lokalisation des BDV-M lagen 

bislang nicht vor. 

Bei allen BDV-infizierten Tieren konnte BDV-M-spezifisches Antigen 

immunhistologisch nachgewiesen werden. Es war verstärkt 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 zellulären Membranen induzieren können, und 

da für das BDV-M ähnliche 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 über seine mögliche Rolle bei der 
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Virusausbreitung. Das Matrixprotein von Influenza-Viren, welche ebenfalls im 

Zellkern replizieren, ist außerdem an der Steuerung des nukleären Exports beteiligt 

(MARTIN und HELENIUS, 1991). Auch das BDV-M könnte ähnliche Aufgaben 

erfüllen, da es immunhistologisch teilweise auch in Zellkernen nachzuweisen war. 

In den neuronalen Fortsätzen und Kernen war BDV-M nur unregelmäßig 

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 astrozytären Zytoplasma belegt 

werden. BDV-M wurde zudem in einigen astrozytären Kernen detektiert. Neuronen 

und Astrozyten gelten als primäre Zielzellen des BDV (GOSZTONYI et al., 1991, 

1995; ROTT und BECHT, 1995). Die Infektion mit dem BDV beeinträchtigt sogar die 

Funktion von Astrozyten (Übersicht bei GONZALEZ-DUNIA et al., 2005). Der Grund 

für die bevorzugte Expression von BDV-M in Astrozyten, insbesondere in späteren 

Phasen der BDV-Infektion, ist unklar. Eventuell sind bestimmte zelluläre Faktoren 

beteiligt, die eine bessere Transkription, Translation bzw. Ansammlung von BDV-M 

in Astrozyten ermöglichen. Inwieweit dies mit einem verstärkten Export ungespleißter 

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, während die Zahl BDV-M-positiver großer Neurone abzunehmen schien. 

Kleine Neurone hingegen exprimierten über 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) änderte sich dieses 

Expressionsmuster nicht mehr. Das schichtweise Auftreten von BDV-M im 

Ammonshorn wurde bisher noch nicht untersucht. Es könnte gegebenenfalls, wie bei 

BDV-N, mit den verschiedenen Neurotransmitter-Systemen der Schichten dieser 

Region in Zusammenhang stehen (GOSZTONYI und LUDWIG, 1995). 

Das Maximum der immunhistologischen Reaktion war am Tag 31 p.i. erreicht und 

erstreckte sich bis einschließlich Tag 50 p.i. Ab dem Tag 60 p.i. nahm die Expression 

von BDV-M ab, ähnlich wie die des BDV-GP. Wieso die Expression beider 
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Hüllproteine gegen Ende des Untersuchungszeitraumes abnahm, ist nicht bekannt. 

Denkbar wäre eine reduzierte Translation zu späteren Zeitpunkten p.i., wenn bereits 

eine disseminierte Ausbreitung im infizierten Gehirn gesichert ist und Hüllproteine zur 

weiteren Verteilung vorläufig nicht wie im initialen Ausmass benötigt werden. 

Gleichzeitig würde das BDV damit eine unnötige Expression von immunogenen 

Proteinen vermeiden und so die virale Persistenz begünstigen. 

 

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, zellulärer und subzellulärer Ebene im Gehirn infizierter Ratten sind 

bislang jedoch nicht beschrieben.  

BDV-GP konnte immunhistologisch nahezu ausschließlich im Perikaryon großer 

Neurone nachgewiesen werden, trat aber auch in neuronalen Fortsätzen 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 

CA3-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 

Präferenz des BDV-GP für große Neurone begründet 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 perinukleär und an den Termini 

bzw. Kontaktstellen von Neuriten detektiert werden (BAJRAMOVIC et al., 2003). Die 

in der vorliegenden Studie beschriebene eingeschränkte Expression von BDV-GP 

stimmt mit den Ergebnissen aus vorangegangenen Untersuchungen überein, 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 für die Ausbreitung des Virus im gesamten 

Gehirngewebe ausreichend zu sein. Der zum Nachweis von BDV-GP verwendete 

Antikörper 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 

immunhistologisch nachgewiesen wurde. Antikörper 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 Virushülle zu, möglicherweise 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 unbehüllte 

RNPs, und es wurde gezeigt, dass BDV-RNPs nach Transfektion in empfängliche 

Zelllinien infektiös sind (CUBITT und DE LA TORRE, 1994). Monoklonale Antikörper 

gegen das BDV-GP wirken vermutlich neutralisierend und können möglicherweise 

die BDV-vermittelte Fusion von infizierten Zellen inhibieren (FURRER et al., 2001, 

2004). Weiterhin wurde gezeigt, dass neutralisierende, GP-spezifische Antikörper die 

Ausbreitung von BDV in der neuronalen Zellkultur verhindern können (BAJRAMOVIC 

et al., 2003). Durch Übertragung 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 für die Ausbreitung des BDV in Neuronen (BAJRAMOVIC et al., 2003). 

Auch bei anderen Viren, wie zum Beispiel RV, VSV und MV, ist das Glykoprotein für 

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 

(unbehüllte 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 Ausmaß die Ausbreitung als 

unbehüllte RNPs oder als reife Viruspartikel für das BDV für welche Zellpopulationen 

des ZNS in vivo relevant ist, muss durch weitere Untersuchungen geklärt werden.  

Für 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 für eine effiziente 

transsynaptische Verbreitung nötig. Das würde das limitierte Vorkommen von BDV-

GP in infizierten Gehirnzellen von Ratten und das Maximum der Expression zu 

frühen Zeitpunkten p.i. im Vergleich zur weitläufigen, starken Expression von BDV-N 

mit maximalem Vorkommen zu späteren Zeitpunkten p.i. erklären. Das Maximum der 

BDV-GP-Expression trat zu Zeitpunkten p.i. auf, an denen die Virusmenge innerhalb 

des Rattengehirns noch anstieg. Die Ursache für die limitierte Expression von BDV-

GP ausschließlich in größeren Neuronen in bestimmten Gehirnregionen (Cortex 

cerebri, Hippocampus, Amygdala, Thalamus) ist unklar. Möglicherweise bieten diese 

Neurone dem BDV spezifische zelluläre Komponenten, die für den Export von BDV-

GP-spezifischer, gespleißter mRNA und die Produktion von funktionalem BDV-GP 

benötigt werden, z.B. spezifische zelluläre Faktoren bzw. Enzyme oder zelluläre 

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 während 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 möglich. 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 Fortsätzen auf. Dies ist vermutlich ein Hinweis 

darauf, dass BDV-GP spezifische prä-mRNA in unbekannter Weise im Kern 
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zurückgehalten wird und ihr nukleärer Export bzw. ihre Reifung eingeschränkt ist 

(RODRIGUES et al., 2001; SANDRI-GOLDMANN, 2004). Die zugrunde liegenden 

Mechanismen sind noch nicht bekannt, da die Vorgänge der Kontrolle des nukleären 

Exports von BDV-spezifischen mRNAs und des Transports viraler RNPs durch die 

nukleäre 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 III. 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 

mRNA im Zytoplasma oder in Fortsätzen von Neuronen stieg zu späteren 

Zeitpunkten der Untersuchung an. Am Tag 90 p.i. war ein geringgradiger Rückgang 

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 bezüglich Kinetik und intrazellulärer Lokalisation zu beobachten. Während 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 ausschlieβlich 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 

intrazellulären Expression hängen möglicherweise mit der Lokalisation beider BDV-

GP-spezifischer Sonden im Intron II der dritten Transkriptionseinheit oder mit der 

Länge der verwendeten DIG-RNA-Sonden (GP-N 316bp, GP-C 483bp) zusammen. 

Alle Transkripte mit Intron I kodieren für BDV-M, auch ungespleißte Transkripte, die 

noch das Intron II enthalten. Demnach ist nicht auszuschließen, dass die hier 

eingesetzten Sonden auch indirekt BDV-M mRNA und insbesondere eventuell auch 

die stromaufwärts gelegene GP-N spezifische mRNA markieren könnten. JEHLE et 

al. (2000) zeigten, dass ungespleißte, virusspezifische RNAs weitaus häufiger im 

Zytoplasma BDV-infizierter Zellen vorkommen als Intron I – gespleißte mRNA, die für 

BDV-GP kodiert. Dies würde 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 I-haltiger mRNAs zeigen wie vermutet ein 

gleichmäßiges Verteilungsmuster in Kern und Zytoplasma infizierter Zellen 

(POROMBKA und HERDEN, persönliche Miteilung). Ob die BDV-GP mRNA im 

Nukleus als reife, gespleißte RNA zurückgehalten wird oder als inkomplett gespleißte 

prä-mRNA akkumuliert, muss in weiteren Untersuchungen abgeklärt 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 Identifizierung kleinerer Zellen nicht immer 

möglich. Das Vorkommen der genomischen BDV-GP RNA war wie die BDV-N RNA 

fast ausschließlich auf den Kern beschränkt. Nur ganz vereinzelt kam ein Nachweis 

von genomischer BDV-GP RNA in neuronalen Fortsätzen 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 

ausschließlich im Zytoplasma nachgewiesen werden. Mit Hilfe einer IH/ISH-

Doppelmarkierung ließen sich BDV-GP im Zytoplasma und BDV-GP mRNA im 

Zellkern derselben Neuronen nachweisen. Diese Kolokalisation war in der Mehrzahl 

der positiven großen 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 höher als die Protein-Expression. Es ist also anzunehmen, dass 

auch die Translation von BDV-GP während 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 beschränkt. Die Translationsrate von BDV-GP in diesen Zellen 

war also entweder so gering, dass die Menge des exprimierten BDV-GP unter der 

Nachweisgrenze der IH 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 möglicherweise einen essentiellen Faktor für das 

Virus dar, um eine Erkennung durch die antivirale Immunantwort zu vermeiden. Dies 
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könnte 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 früheren Studien wurde 

bereits immunhistologisch (VILLENEUVE et al., 1999, 2000 a) und mittels ISH 

(DONG et al., 1995) ein weitläufiges Vorkommen von SPC6 im Rattengehirn 

beschrieben. Für 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 bestätigt. Statistisch signifikante 

Unterschiede im Nachweis der SPCs zwischen BDV-infizierten und „Mock“-infizierten 

Tieren wurden dabei nicht beobachtet. Dies lässt darauf schlieβen, 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 überein (DONG 

et al., 1995). Bezüglich der Expression in den einzelnen Gehirnarealen gab es aber 

durchaus Abweichungen. So detektierten DONG et al. (1995) SPC4 mRNA in 

besonders hohem Maße 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 könnten 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 für Teile der katalytischen 



DISKUSSION 

 

135

und der P-Domäne kodierende mRNA, während der Antikörper nur gegen die P-

Domäne gerichtet war. 

SPC6A-spezifisches Antigen war fast ausschließlich in der weißen Substanz sowie in 

Fortsätzen 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 früheren 

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 vesikulären Elementen in 

Perikaryon und Dendriten, aber nicht in Axonen. SPC6A-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 gegenüber den Ergebnissen von VILLENEUVE et al. (1999) kann mehrere 

Ursachen haben. Eine große Rolle spielt hier wahrscheinlich der verwendete 

Rattenstamm, die Gewebebehandlung im Vorfeld der Untersuchungen (verschiedene 

Immersionen, Gefriereinbettung), das verwendete Protokoll sowie die Verwendung 

verschiedener Antikörper. 

Eine Rolle von SPC4 und SPC6 sowie anderer SPCs bei viralen Infektionen des ZNS 

konnte bereits für viele Viren belegt werden. Das virale Hüllprotein 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 aviären Influenzavirus aus den Subtypen H5 und H7, dem 

Virus der klassischen Geflügelpest, das Oberflächenprotein Hämagglutinin 

(HORIMOTO et al., 1994; FELDMANN et al., 2000), und das Glykoprotein gp73 des 

Bovinen Leukosevirus (ZARKIK et al., 1997) können durch SPC6 und in geringerem 

Maße 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 wäre also durchaus denkbar gewesen. Die vorliegenden 
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Untersuchungsergebnisse geben jedoch keine Hinweise auf eine Ausbreitung von 

BDV in Abhängigkeit 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 

zellulärer Expression, Ausbreitung innerhalb des Gehirns sowie der Anzahl positiver 

Zellen. 

BDV-N und beide entsprechenden RNA-Spezies, also genomische virale RNA und 

mRNA für virales Nukleoprotein, konnten disseminiert bis zum Untersuchungsende 

im gesamten Gehirn nachgewiesen werden. Die genomische BDV-N RNA war in 

etwas weniger Zellen vorhanden. Während das Vorkommen der genomischen BDV-

N RNA deutlich auf den Zellkern beschränkt 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 beschränkt. 

Die mRNAs des BDV-GP ließen sich anders als die BDV-N mRNA fast 

ausschließlich in Zellkernen nachweisen. BDV-GP RNAs konnten jedoch im 

gesamten Gehirn beobachtet werden. 

Während BDV-N in einer größeren 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 für BDV-

GP-N mRNA positiven Zellen war gegenüber den für BDV-N mRNA positiven Zellen 

signifikant geringer. Dies traf jedoch für die BDV-GP-C mRNA nicht zu. Die 

genomischen RNAs verhielten sich annährend 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 können 

(Übersichten 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, nämlich das gezielte Kürzen 

des Genoms am 5’-Ende, kontrolliert wird. Dadurch limitiert das BDV möglicherweise 

die Vervielfältigung seines Genoms und ermöglicht 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 

Verhältnis 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 Überschuß an BDV-P gegenüber BDV-

N vor, der höchstwahrscheinlich die BDV-Replikation stark einschränkt (WATANABE 

et al., 2000). In einer solchen Umgebung führt die X-P-Interaktion möglicherweise 

nicht mehr zu einer Hemmung des Polymerasekomplexes, sondern zu einer 

massiven Neutralisierung von BDV-P, welches damit die BDV-Replikation nicht mehr 

zusätzlich behindern kann. So wird eine Situation vermieden, in der die 

Virusreplikation zum Stillstand kommen könnte (SCHNEIDER, 2005).  

Der Transkriptionsgradient, welcher der Anordnung der Gene folgt und zu einem 

progressiven Verlust an Transkripten in Richtung 5`-Ende führt, wurde zuerst für 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 beeinträchtigen (CATTANEO et al., 1987 a, b). 

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte in der semiquantitativen Auswertung ein 

deutlich höheres Vorkommen von BDV-N mRNA gegenüber BDV-GP mRNA 

beobachtet werden. 
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Das Überlesen des Stopsignals T3, welches überhaupt die Transkription der viralen 

Polymerase L ermöglicht und nur zu 5% auftritt, ist überlebenswichtig für das BDV. 

Gleichzeitig liegt hierin eine weitere Möglichkeit zur Regulierung der Transkription 

und Replikation und zur Begünstigung einer viralen Persistenz (SCHNEEMANN et 

al., 1994, 1995). Alternatives Spleißen wie bei der Transkriptionseinheit III 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 mRNA im Zellkern zeigt, dass die gespleißten Transkripte, welche für 

BDV-GP kodieren, vermutlich dort zurückgehalten und somit weitaus seltener 

translatiert werden. Dies stellt vermutlich einen Regulationsmechanismus zusätzlich 

zum alternativen Spleißen dar. 

 

5.8.2 Regulierung der Expression viraler Proteine 

 

Eine weitere mögliche Strategie des BDV zur Etablierung einer persistierenden 

Infektion ist die Reduktion der Expression von BDV-GP an der Zelloberfläche und die 

Vermeidung der Erkennung durch die antivirale Immunabwehr. Auch in der 

vorliegenden in vivo-Studie war dies der Fall. Diese Strategie könnte die Effizienz der 

Freisetzung von Viruspartikeln beeinflussen (EICKMANN et al., 2005). Ähnliche 

Mechanismen werden auch für 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 Zelloberfläche transportiert 

(GONZALEZ-DUNIA et al., 1997; KOHNO et al., 1999; KIERMAYER et al., 2002; 

EICKMANN et al., 2005). Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass die transmembrane 

Domäne des BDV-GP eine Verankerung in Membranen bewirkt und somit zur 

Akkumulation in der ER-Golgi-Region der Zelle führt. BDV-GP-Konstrukte, die eine 

Kombination von transmembraner und zytoplasmatischer Domäne enthalten, sind 

ausschließlich im ER lokalisiert, obwohl keine der Domänen die typische 

Aminosäuresequenz für eine Retention im ER enthält. Möglicherweise 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 möglichen viralen 

Persistenzmechanismus dar (EICKMANN et al., 2005).  

BDV-GP wird durch den viralen ORF IV kodiert und überwiegend aus mRNAs 

generiert, denen das Intron I fehlt (CUBITT et al., 1994; SCHNEIDER et al., 1997 a, 

b; DE LA TORRE, 2002 a, b; TOMONAGA et al., 2002). Das Spleißen von mRNA 

aus Genen, welche Introns enthalten, kann prinzipiell den RNA-Export aus dem 

Nukleus steigern. Exportfaktoren können aber auch unabhängig vom Spleißen mit 

der RNA interagieren (RODRIGUES et al., 2001; SANDRI-GOLDIN, 2004). Zudem 

haben viele Viren einen Mechanismus entwickelt, um den nukleären Export von nicht 

gespleißter oder inkomplett gespleißter RNA zu ermöglichen (CULLEN, 1998; CHEN 

et al., 1999; SANDRI-GOLDIN, 2004). Für das BDV wird angenommen, dass die 

Regulierung des Spleißens co-transkriptionell über BDV-kodierte Faktoren oder 

virusinduzierte zelluläre 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 Zurückhalten Intron II – haltiger viraler RNA im Kern 

kommt und somit der nukleäre Export stark herunterreguliert wird. 

Interessanterweise wurde in neueren Studien an BDV-infizierten Zellkulturen gezeigt, 

dass viruskodierte mRNAs weniger effizient gespleißt werden als plasmidkodierte 

mRNAs (JEHLE et al., 2000; TOMONAGA et al., 2000; CUBITT et al., 2001; DE LA 

TORRE, 2002 b). Nicht gespleißte mRNAs akkumulieren im Nukleus infizierter 

Zellen, und im Zytoplasma sind je nach Zelllinie ca. 30-70% der dort vorhandenen 

viralen mRNAs ungespleißt (JEHLE et al., 2000). Generell könnte eine niedrige 

Effizienz im Spleißen viraler RNAs hilfreich sein, um eine Überlastung des zellulären 

Spleißmechanismus zu verhindern und somit virale Persistenz zu ermöglichen. 

Dabei könnten BDV-kodierte Faktoren oder virusinduzierte, zelluläre Faktoren die 

niedrige Effizienz des RNA-Spleißens in BDV-infizierten Zellen bestimmen (CUBITT 

et al., 2001). Die hier beobachtete Kernretention der BDV-GP mRNA, die, wie bereits 

erwähnt, möglicherweise auch inkomplett gespleißte BDV-GP prä-mRNA darstellt, 

könnte somit eine gezielte Entlastung des zellulären Spleißmechanismus 

dokumentieren. 

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

mRNA in den Kernen infizierter Zellen deutet außerdem auch auf einen kontrollierten 
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nukleären 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 verstärkte Vorkommen von 

BDV-M in Astrozyten zu späteren Zeitpunkten p.i. steht möglicherweise in 

Zusammenhang mit der Bedeutung dieses Virusproteins für die Ausbreitung und 

Freisetzung von Viruspartikeln. Hierbei könnte 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 schließen, dass unterschiedliche regulierende und 

kontrollierende Mechanismen für die einzelnen viralen mRNAs und ihre Proteine 

während der experimentellen BDV-Infektion adulter Lewis-Ratten aktiv sind. Diese 

Mechanismen greifen auf verschiedenen Ebenen der BDV-Infektion, beginnend bei 

dem Tropismus des BDV für bestimmte Gehirnareale sowie Zelltypen, der sich im 

Verlauf der Infektion verändern kann, über 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 

Vorgänge führen. Die molekularen Mechanismen, die dem zugrunde liegen, müssen 

in weiteren Studien untersucht werden. Dies wird neuen Aufschluss über virale 

Persistenzmechanismen geben, die möglicherweise auch neue Ansatzpunkte für 

eine antivirale Therapie liefern können. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Nicole Werner-Keišs 

Untersuchungen zur Expression von Strukturproteinen 

des Virus der Bornaschen Krankheit  

an intrazerebral infizierten Lewis-Ratten 

 

1. In der Literaturübersicht wird der aktuelle Stand der Forschung über natürliche 

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. Außerdem wird ein kurzer Einblick in die 

Struktur und die Funktionen der „subtilisin-like“ Pro-Protein-Konvertasen 

gegeben. 

 

2. Adulte Lewis-Ratten wurden intrazerebral mit der Ratten-adaptierten BDV-

Präparation 5/25/92 infiziert und die klinische Symptomatik über einen Zeitraum 

von bis zu 90 Tagen p.i. beobachtet. Die Gehirne wurden zu verschiedenen 

Zeitpunkten p.i. histologisch auf das Vorhandensein entzündlicher und 

degenerativer Veränderungen untersucht. Verschiedene BDV-spezifische 

Antigene wurden immunhistologisch mittels eines monoklonalen Antikörpers 

gegen das BDV-N und polyklonaler, monospezifischer Antikörper 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 Antikörper immunhistologisch detektiert. Zum 

Nachweis verschiedener viraler RNAs wurde eine in situ-Hybridisierung (ISH) mit 

DIG-markierten RNA-Sonden spezifisch für BDV-N RNAs (genomische RNA, 

mRNA) sowie für je zwei Untereinheiten der BDV-GP RNAs (kodierend für C-

terminalen und N-terminalen Anteil des BDV-GP) durchgeführt. Zusätzlich wurden 

die für BDV-N und BDV–GP  und deren korrespondierende RNAs positiven Zellen 

im Ammonshorn bestimmt und die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Infektiöses 

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 perivaskulärer Infiltrate im ZNS zu beobachten. 

 

4. Alle BDV-infizierten Tiere entwickelten eine nichteitrige Meningoenzephalitis. 

Histologisch konnten um Tag 7 p.i. erste mononukleäre Infiltrate in der 

Leptomeninx festgestellt werden. Die ersten perivaskulären Infiltrate traten an 

Tag 14 p.i. auf und waren am prominentesten zwischen Tag 31 und 42 p.i., 

begleitet von hochgradigen mononukleären parenchymalen Infiltraten. Ab Tag 50 

p.i. wurden die entzündlichen Infiltrate weniger und es entwickelte sich zumeist 

ein Hydrocephalus internus. Entzündliche 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 Fortsätzen und im Neuropil detektierbar. BDV-M konnte insbesondere 

zu späteren Zeitpunkten verstärkt 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 

großer 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 früher als die Maxima 

von BDV-N und BDV-M (beide ab Tag 31 p.i.). Zu späteren Zeitpunkten nahm 

das Vorkommen von BDV-GP und BDV-M ab, während 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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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 ausschließlich in der weißen Substanz sowie in Fortsätzen und 

Neuropil in Corpus callosum, Striatum, Thalamus, Amygdala und Mesencephalon 

zu finden. 

 

7. 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 verstärkt nachweisbar waren. Im Gegensatz zur BDV-N mRNA, die 

vorrangig in Zytoplasma und Fortsätzen, aber zum Teil auch in Kernen von 

Neuronen und Ependymzellen nachweisbar war, konnte BDV-GP mRNA fast 

ausschließlich in Zellkernen detektiert werden, was auf eine Restriktion des 

nukleären Exports hinweist. Im Vergleich war, bezogen auf das Ammonshorn, 

die BDV-GP-Expression gegenüber 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 Rückgang zu 

beobachten. Insgesamt waren im Ammonshorn signifikant mehr Zellen positiv für 

BDV-N mRNA als für BDV-GP-N mRNA (p = 0,0007). 

 

8. An den Tagen 50 und 75 p.i. wurde aus BDV-infiziertem Gehirnmaterial 

infektiöses Virus in einem Titer von 2x107 ID50/ml isoliert. Dies gibt einen Hinweis 

auf eine produktive BDV-Infektion. 

 

9.  Die vorliegenden Ergebnisse geben Aufschluss über 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 für die Expression der einzelnen viralen mRNAs 

und deren Proteine während der experimentellen BDV-Infektion adulter Lewis-

Ratten vorliegen. Hierzu zählen insbesondere der regionale und zelluläre 

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-Keišs 

Investigations on the expression  

of structural proteins of the Borna disease virus  

in intracerebrally infected Lewis rats 

 

1. 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. 

 

2. 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). 

 

3. 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 2x107 ID50/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, lymphohistiozytäre, 
meningeale Infiltrate (Pfeile), Meninx  
L: Leptomeninx, C: Cortex cerebri, 
42 Tage p.i., HE-Färbung, 
Balken = 88µm 

 

Abb. 8.2: Mittelgradige, lymphohistiozytäre, 
perivaskuläre Infiltrate (Pfeile) im Cortex 
cerebri, 
G: Blutgefäß, 
28 Tage p.i., HE-Färbung, 
Balken =44µm 

 

Abb. 8.3: Hochgradiges, lymphohistiozytäre, 
parenchymales Infiltrat (Pfeil) im Cortex 
cerebri, 
42 Tage p.i., HE-Färbung, 
Balken = 44µm 

L 

C 

G 
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Abb. 8.4: Parenchymale, lymphohistiozytäre 
Infiltrate mit Plasmazellen (Pfeile) im 
Ammonshorn, Region CA3/Gyrus dentatus, 
90 Tage p.i., HE-Färbung, 
Balken = 44µm 

 

Abb. 8.5: Neuronennekrosen im Ammonshorn 
(Pfeile), CA3-Region,  
P: Pyramidenzellschicht  
Tpi 22, HE-Färbung,  
Balken = 44µm 

 

Abb. 8.6 a) Mittelgradige, lymphohistiozytäre, 
perivaskuläre Infiltrate im Ammonshorn, 
Neurone des Gyrus dentatus intakt (Pfeil), 28 
Tage p.i.; 
b) Geringgradige perivaskuläre und 
hochgradige parenchymale lymphohistiozytäre 
Infiltrate im Ammonshorn, deutlicher Schwund 
von Neuronen im Gyrus dentatus (Pfeil), 50 
Tage p.i. 
GD: Gyrus dentatus, CA3: CA3-Region des 
Ammonshorns 
HE-Färbung, 
Balken = 176µm 
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GD 
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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., Antikörper: Bo18,  
ABC-Methode, 
Balken = 704µm 

 

Abb. 8.8: Hochgradige Ausbreitung von BDV-
N im Ammonshorn, CA3/Gyrus dentatus; 
GD: Gyrus dentatus; CA3: CA3-Region  
42 Tage p.i., Antikörper: Bo18,  
ABC-Methode, 
Balken = 176µm 

 

Abb. 8.9: Hochgradige Ausbreitung von BDV-
N, Nachweis von BDV-N in Kern, Nukleus, 
Zytoplasma und Neuropil, CA3-Region; 
42 Tage p.i., Antikörper: Bo18,  
ABC-Methode, 
Balken = 44µm 
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Abb. 8.10: Hochgradige Ausbreitung von BDV-
N spezifischem Antigen im Cortex cerebri, 
typisches schichtweises Reaktionsmuster; 
L: Leptomeninx; I Lamina molecularis, II 
Lamina granularis externa, III Lamina 
pyramidalis externa, IV Lamina granularis 
interna, V Lamina pyramidalis interna, VI 
Lamina multiformis 
42 Tage p.i., Antikörper: Bo18, 
ABC-Methode, 
Balken = 176µm 

 

Abb. 8.11a: Herd von lokalen Zellen mit 
Nachweis von BDV-N spezifischem Antigen in 
der Leptomeninx,  
L: Leptomeninx; G: Blutgefäß 
Kasten: Auschnitt s. Abb. 8.11b 
42 Tage p.i., Antikörper: Bo18,  
ABC-Methode 
Balken = 88µm  

 

Abb. 8.11b: Ausschnittvergröβerung von 
8.11a, Herd von lokalen Zellen mit Nachweis 
von BDV-N spezifischem Antigen in der 
Leptomeninx (L),  
42 Tage p.i., Antikörper: Bo18,  
ABC-Methode 
Balken = 44µm 
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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., Antikörper: gp2, 
ABC-Methode, 
Balken = 176µm 

 

Abb. 8.13: Nachweis von BDV-GP im 
Zytoplasma und in Fortsätzen von Neuronen 
des Ammonshorns, CA3-Region;  
42 Tage p.i., Antikörper: gp2,  
ABC-Methode, Nomarskie-Linse, 
Balken = 44µm 

 

Abb. 8.14: Nachweis von BDV-GP im 
Zytoplasma großer Neurone des Cortex 
cerebri; 
28 Tage p.i., Antikörper: gp2,  
ABC-Methode, 
Balken = 44µm 

GD 
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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., Antikörper: Mges,  
ABC-Methode 
Balken = 877µm 

 

Abb. 8.16: Nachweis von BDV-M, positive 
Astrozyten und Neurone im Ammonshorn, 
CA3/Gyrus dentatus, schichtweises 
Expressionsmuster; 
GD: Gyrus dentatus; CA3: CA3-Region  
28 Tage p.i., Antikörper: Mges, 
ABC-Methode, 
Balken = 176µm 

 

Abb. 8.17: Fortgeschrittene Ausbreitung von 
BDV-M spezifischem Antigen, typisches 
schichtweises Reaktionsmuster im Cortex 
cerebri; 
M: Meninx; I Lamina molecularis, II Lamina 
granularis externa, III Lamina pyramidalis 
externa, IV Lamina granularis interna, V 
Lamina pyramidalis interna, VI Lamina 
multiformis 
28 Tage p.i., Antikörper: Mges,  
ABC-Methode, 
Balken = 455µm 
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Abb. 8.18a: Nachweis von BDV-M in 
Astrozyten (Ammonshorn);  
50 Tage p.i., Antikörper: Mges,  
ABC-Methode, 
Balken = 88µm 

 

Abb. 8.18b: Nachweis von GFAP-positiven 
Astrozyten, Folgeschnitt von 8.18a 
50 Tage p.i., Antikörper: GFAP,  
ABC-Methode 
Balken = 88µm 

 

Abb. 8.18c: Doppelmarkierung zum Nachweis 
von BDV-M in Astrozyten (Ammonshorn); 
Koexpression von BDV-M (braun) und GFAP 
(rot) im Zytoplasma von Astrozyten 
42 Tage p.i., Antikörper: Mges, GFAP,  
ABC-Methode, 
Balken = 18µm 
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Abb. 8.19: SPC4-Expression in der CA3-
Region des Ammonshorns (CA3) und im Gyrus 
dentatus (GD); 
14 Tage p.i., Antikörper: PACE4, 
ABC-Methode, Nomarskie, 
Balken = 176µm 

 

Abb. 8.20: SPC4-Expression in der CA3-
Region des Ammonshorns; 
14 Tage p.i., Antikörper: PACE4, 
ABC-Methode, Nomarskie, 
Balken = 44µm 

 

Abb. 8.21: SPC4-Expression im Thalamus 
24 Tage p.i., Antikörper: PACE4,  
ABC-Methode, 
Balken = 176µm 
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 Abb. 8.22  Abb. 8.23 

 Abb. 8.24 

Abb. 8.22: SPC6A-Expression in Cortex 
cerebri (C), und im Ammonshorn (A) 
31 Tage p.i., Antikörper: PC6A,  
ABC-Methode, 
Balken = 704µm  
 
Abb. 8.23: SPC6A-Expression in Cortex 
cerebri (C), Corpus callosum (CC) und N. 
caudatus/ Putamen (NC) 
31 Tage p.i., Antikörper: PC6A,  
ABC-Methode, 
Balken = 704µm  
 
Abb. 8.24: SPC6A-Expression im Cortex 
cerebri,  
42 Tage p.i., Antikörper: PC6A,  
ABC-Methode, 
Balken = 176µm 
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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 = 704µm 

 

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 = 176µm 

 

Abb. 8.27: Nachweis von BDV-N mRNA im 
Ammonshorn  
90 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 88µm 
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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 = 44µm 

 

Abb. 8.29: Nachweis von BDV-N mRNA in 
einzelnen Zellen der Leptomeninx (Pfeile); 
L: Leptomeninx, C: Cortex cerebri  
42 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 44µm 

 

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 = 704µm 
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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 = 176µm 

 

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 = 44µm 

 

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 = 44µm 
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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 = 88µm 

  

Abb. 8.35: Nachweis von BDV-N genomischer und mRNA in einzelnen Schichten des Cortex cerebri, 
Folgeschnitte eines Tieres; 
L: Leptomeninx; I Lamina molecularis, II Lamina granularis externa, III 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 = 176µm 
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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 = 44µm 
b: 14 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C as  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 44µm 

 

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 = 704µm 

 

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 = 176µm 
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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 = 44µm 

 

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 = 176µm 

 

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 = 44µm 
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Abb. 8.42: Nachweis von BDV-GP-N (a) und 
BDV-GP–C (b) genomischer RNA – 
punktförmige intranukleäre Expression im 
Ammonshorn, Phase der Virusausbreitung; 
a: 14 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N s,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 44µm  
b: 14 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C s,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 44µm 

 

Abb. 8.43: Nachweis von BDV-GP-N 
genomischer RNA als feine punktförmige 
Reaktion entlang neuronaler Fortsätze (Pfeile), 
Phase der Virusausbreitung, CA2/3-Region 
des Ammonshorns; 
24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N s,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 44µm 

 

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 = 704µm 
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Abb. 8.45: Nachweis von BDV-GP-C 
genomischer RNA im Ammonshorn (CA3) und 
Gyrus dentatus (GD); 
90 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C s,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 176µm 

 

Abb. 8.46:  Nachweis von BDV-GP-C 
genomischer RNA in Nuklei von 
Oyrammidenzellen des Ammonshorns;  
90 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C s,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 44µm 

 

Abb. 8.47: Nachweis von BDV-GP-N 
genomischer RNA in Ammonshorn (CA3) und 
in Zellen und Fasern des Gyrus dentatus (GD); 
24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N s,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 176µm 

GD 

CA3 

GD 

CA3 



ABBILDUNGEN 
 

 

165

 

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 = 44µm 

  

Abb. 8.49: Nachweis von BDV-GP-N genomischer und mRNA in einzelnen Schichten des Cortex 
cerebri; 
L: Leptomeninx; I Lamina molecularis, II Lamina granularis externa, III 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 = 176µm 
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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 = 44µm 

 

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 = 44µm 
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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 = 88µm 

 

Abb. 8.53: Nachweis von BDV-GP (braun) und 
BDV-GP-C mRNA (blauschwarz), Amygdala, 
Zellen mit Nachweis von BDV-GP-C mRNA, 
aber ohne deutliche BDV-GP Expression 
(Pfeile); 
24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C s,  
in situ-Hybridisierung, 
Balken = 88µm 

 

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 = 44µm 
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10. ANHANG 
 
10.1 LÖSUNGEN UND PUFFER 
 
10.1.1 Immunhistologie 
 
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Lösung (DAB) 
100mg DAB 
200ml Imidazol/HCl-Puffer, pH 7,08 
rühren, anschließend filtrieren 
70µl H2O2 30% dazugeben 
 
Imidazol 
6,81g Imidazol reinst 
ad 1000ml Aqua dest. 
500ml 0,1N HCl  
pH 7,08 einstellen 
 
Tris-gepufferte Kochsalzlösung (“Tris buffered saline”, TBS) 
Stammlösung: 
60,57g Tris 
610ml Aqua dest. 
390ml 1N HCl 
pH 7,65 einstellen 
 
Gebrauchslösung: 
100ml Stammlösung 
900ml NaCl 0,8% in Aqua dest. 
 
Papanicolaou 
Papanicolaou-Lösung mit Aqua dest. im Verhältnis 1:20 mischen und filtrieren 
 
Methanol + H2O2 
354ml Methanol reinst 
6ml H2O2 30% 
 
0,8% NaCl 
40g HCl reinst 
5l Aqua dest. 
 
Biotiniliertes Tyramin 
100mg NHS-LS-Biotin 
40ml 25mM Boratpuffer, pH 9,0  
30mg Tyramin-HCl 
12 Stunden bei Raumtemperatur schütteln, filtrieren 
 
Tyramin-Gebrauchslösung 
1ml TBS 
5µl biotiniliertes Tyramin 
2µl H2O2 30% 
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Propandiol-Stammlösung 
4,2g Propandiol 
200ml Aqua bidest. 
Lösung im Kühlschrank aufbewahren 
 
Neufuchsin-Stammlösung 
1g Neufuchsin 
20ml 2N HCl 
Lösung im Kühlschrank in dunkler Flasche aufbewahren 
 
Entwicklungslösung Neufuchsin 
Folgende Lösungen werden direkt vor Gebrauch hergestellt: 
Lösung 1: 175ml TBS 

62,5ml Propandiol-Stammlösung 
mit 1N NaOH auf pH 9,75 einstellen 
100mg Levamisol darin lösen 

 
Lösung 2: 50mg Na-Nitrit 

1250µl Aqua bidest. 
500µl Neufuchsin-Stammlösung  
90 Sekunden reagieren lassen 

 
Lösung 3: 125mg Naphtol-AS-Bi-Phosphat 

1500µl N,N-Dimethylformamid 
 

1. Zuerst Lösung 2., anschließend Lösung 3. in die Lösung 1. geben, unbedingt 
Reihenfolge einhalten! 

2. pH-Wert mit 1N HCl auf 8,75 einstellen 
3. Entwicklungslösung filtrieren 

 
10.1.2 Sondenherstellung und Polymerase-Kettenreaktion 
 
Alle Puffer und Lösungen werden, soweit nicht anders angegeben, autoklaviert 
(120°, 0,3atü, 20 Minuten). 
 
4 M Natriumazetat 
32,8g Natriumazetat 
ad 100ml Aqua dest. 
 
0,2M EDTA-Na2-Lösung 
0,4ml 0,5M EDTA-Na2-Lösung  
0,6ml Aqua bidest. 
 
Glycogen-EDTA-Lösung 
1µl Glycogenlösung 
200µl 0,2M EDTA-Na2 
 
4M KCl 
29,8g KCl 
ad 100ml Aqua bidest. 
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Aqua dest./DEPC bzw Aqua bidest./DEPC 
1ml DEPC-Reinsubstanz (Diethylpyrokarbonat) 
1000ml Aqua dest. bzw. bidest. 
über Nacht rühren 
 
1M TrisHCl, pH 8,0 
12,11g TrisHCl (MW 121,14) 
ad 100ml Aqua bidest. 
pH 8,3 mit konzentrierter HCl einstellen  
 
10x Tris Borsäure EDTA (TBE)-Elektrophoresepuffer 
108,8g Tris(hydroxymethyl)-aminomenthan 
55,0g Borsäure 
40,0ml 0,5M EDTA-Na2 (pH 8,0) 
ad 100ml Aqua dest. 
 
2%iges Agarosegel 
91ml TBE-Puffer  
1,82g Agarose 
1,8µl Ethidiumbromid 
 
TBE-Puffer 
108,8g Tris(hydroxymethyl)-aminomenthan 
55,0g Borsäure 
40,0ml 0,5M EDTA-Na2 (pH 8,0) 
ad 1000ml Aqua dest. 
 
10.1.3 in situ-Hybridisierung 
 
Alle Puffer und Lösungen werden, soweit nicht anders angegeben, autoklaviert 
(120°, 0,3atü, 20 Minuten). Puffer 3 und 1xPBS + 5mM MgCl2 werden steril filtriert 
oder frisch angesetzt und ebenso wie das PFA nicht autoklaviert.  
 
Aqua bidest./DEPC 
s. unter 9.1.2 
 
0,1M CaCl2 

1,47g CaCl2 (MW 147,02) 
100ml Aqua bidest. 
 
1M MgCl2 

20,33g MgCl2 (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 TrisHCl, pH 8,0 
12,11g TrisHCl (MW 121,14) 
100ml Aqua bidest. 
pH 8,0 mit konzentrierter HCl einstellen 
 
0,2N HCl 
50ml 2N HCl 
450ml Aqua bidest. 
 
5N NaOH 
20g NaOH-Plätzchen (MW 40) 
100ml Aqua bidest. 
 
0,5M EDTA-Na2, pH 8,0 
18,6g di-Natrium-EDTA-di-Hydrat (MW 372,31, entspr. 4,6g EDTA) 
60ml Aqua bidest./DEPC oder Aqua bidest/steril 
pH 8,0 mit 5N NaOH einstellen 
auf 100ml auffüllen 
 
0,5M Piperazin-N,N`bis[2-ethansulfat-Säure] (PIPES) 
8,6575g PIPES (MW 346,3) 
50ml Aqua bidest 
 
Phosphat-gepuffertes Natriumchlorid (“phosphate buffered saline”, PBS) 
Stammlösung, 10x konzentriert: 
80g NaCl 
2g KCl 
14,4g Na2HPO4 
2,4g KH2PO4 
1000ml Aqua bidest.  
Gebrauchslösung ISH: 
1:10 auf 1x PBS verdünnen (Aqua bidest.) 
pH 7,4 mit 5N NaOH einstellen 
 
Standard Natriumzitrat („standard saline citrate“, SSC) 
Stammlösung 20x konzentriert: 
175,3g NaCl 
88,2g Na-Citrat (tri- Natriumcitrat-di-Hydrat) 
800ml Aqua bidest.  
pH 7,0 mit 1N HCl einstellen 
auf 1000ml auffüllen 
 
Puffer 1, pH 7,5 
12,11g Tris-HCl (MW121,14; 100mM) 
8,77g NaCl (MW 58,44; 150mM) 
1000ml Aqua bidest  
 
Puffer 2 (Blocking-Lösung) 
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-HCl (121,14; 100mM) 
5,84g NaCl (MW 58,44; 100mM) 
10,17g MgCl2x6H2O (MW 203,3; 50mM) 
1000ml Aqua bidest ohne DEPC 
pH 9,5 mit 1N HCl vor Zugabe von MgCl2 einstellen 
nicht autoklavieren, sondern steril filtrieren 
 
Puffer 4, pH 8,0 
1,21g TrisHCl (MW 121,14; 10mM) 
0,37g EDTA-Na2 (MW 372,3; 1mM) 
1000ml Aqua bidest.  
 
1x PBS + 5mM MgCl2 
6ml 10x PBS 
0,3ml 1M MgCl2 
ad 60ml Aqua bidest./DEPC 
frisch herstellen oder steril filtrieren 
 
2x SSC + 5mM EDTA-Na2 
50ml 20x SSC 
5ml 0,5M EDTA-Na2 
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 
40g PFA 
1000ml 1x PBS, pH 7,4 
lösen unter Erwärmen auf 70°C 
nicht autoklavieren 
 
Formamid 
Für die ISH wird deionisiertes und nicht-deionisiertes Formamid benötigt. 
Deionisierung: 

1. pro 10ml Formamid 1g Deionisierungs-Harz („mixed bed resin) zugeben 
2. mind. 30min rühren 
3. 2x durch Faltenfilter Nr.1 filtrieren 

 
50x Denhardts 
5g Ficoll 
5g Polyvinylpyrolidone 
5g bovines Serumalbumin (BSA) 
500ml Aqua bidest steril  
 
20x Hybridisierungssalze 
10ml 0,5M EDTA-Na2, pH 8,0 
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10ml 0,5M PIPES, pH 7,0 
30ml 5M NaCl 
 
Dextransulfat 
wird im Versuch frisch angesetzt 
250mg Dextransulfat  
400µl Aqua bidest./DEPC 
im warmen Wasserbad lösen 
 
Heringssperma-DNA (ssDNA) 
In Originalpackung mit Puffer 4 (pH 4) 10mg/ml lösen. 
 
Ribonukleinsäre (RNA) 
In Originalpackung mit Aqua bidest./DEPC 10mg/ml lösen. 
 
Prähybridisierungspuffer (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) 
1,25ml RNA 
 
Hybridisierungspuffer (HB-Mix) 
16ml 100%iges Formamid, deionisiert 
8ml 20x Hybridisierungssalze 
3,2ml 50x Denhardts 
320µl Heparin 
320µl 10%iges Triton X-100 
= 40 Aliquots zu je 696µ, bei –20°C gelagert 
im Versuch pro Aliquot zugeben: 
18µl RNA 
20µl ssDNA  
80µl gelöstes Dextransulfat (s.o.) 
Sonde gemäß jeweiligem Protokoll 
auf 95°C erhitzen, 5min kochen 
auf Eis abschrecken 
 
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) 
Stammlösung, 75mg/ml Endkonzentration: 
1g NBT 
13,3ml 70%iges Dimethylformamid (DMF; 30ml Aqua bidest. + 70ml 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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Farbreaktionslösung 
wird im Versuch unter Lichtschutz frisch angesetzt 
225µl NBT 
175µl X-Phosphat 
12mg Levamisol 
ad 50ml Puffer 3 
 
Während des Versuches immer frisch angesetzt werden: 
Proteinase K - Gebrauchslösung 
1ml 1M Tris, pH 8,0 
1ml 0,1M CaCl2 
ad 60ml Aqua bidest./DEPC 
zusammen vorinkubieren bei 37°C 
4,3µl 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 HCl einstellen 
125µl Aca kurz vor Gebrauch zugeben 
gut rühren 
 
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-Lösung 
10ml 3M NaCl 
600 µl 1M Tris, pH 8,0 
120 µl 0,5M EDTA, pH 8,0 
49 ml Aqua bidest.  
zusammen bei 37°C vorinkubieren 
15µl RNAse A kurz vor Gebrauch zugeben 
10µl RNAse T kurz vor Gebrauch zugeben 
 
0,2x SSC 
1,2ml 20x SSC 
ad 120 ml Aqua bidest.  
 
DIG-Antikörper-Lösung 
31µl NSS 
94µl 10%iges Triton X-100 
3ml Puffer 1 
bei 37 °C vorinkubieren 
15µl Anti-DIG-Antikörper (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 µg/µl in Tris-EDTA-Puffer) (SLL-100) 
“6x Type II 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 
AmpliTaq® DNA Polymerase (N8080167) 

Zusammensetzung: 
5U/µl AmpliTaq® DNA Polymerase 
20mM Tris-HCl (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® MgCl2 Solution 25mM (in N8080167 enthalten) 
GeneAmp® 10x PCR Buffer II ( in N8080167 enthalten) 

Zusammensetzung: 
100 mM Tris-HCl (pH 8,3) 
500 mM KCl 
Lagerung bei –20°C 
 

BioRad, München 
Deionisierungsharz „mixed bed resin“AG 501-X8 (143-6424) 
 
Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf 
0,5ml-Mikrozentifugengefäße, RNAse-frei, DNAse-frei (710120) 
1,5ml-Mikrozentrifugengefäße, RNase-frei, DNase-frei (710318) 
2,0ml-Mikrozentrifugengefäße, RNase-frei, DNase-frei (710328) 
Gelbond (863734) 
Multicycler PTC 200  
 
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg 
Anti-Saures Gliafaserprotein-Antiserum, monoklonal, Maus-α-Human, Klon 6F2 
(M0761)) 
Anti-Saures Gliafaserprotein-Antiserum, polyklonal, Kaninchen-α-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 für Labortechnik GmbH (GfL), Burgwedel 
Wärmeschrank (7601) 
Wasserbad, Typ 1013 
 
Hoffmann La Roche AG, Grenzach-Wyklen 
Liquemin® N 25000, Heparin-Natrium 
 
Invitrogen BV, Groningen, Niederlande 
Library Efficiency® DH5αTM Competent Cells (Life Technologies) (18263-012) 
PCR2.1-TOPO Vektor-Kit 
TOPO TA Cloning Kit 
 
Knittel-Gläser, Glasbearbeitungs-GmbH, Braunschweig 
StarFrost® Objektträger 
 
Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Düren 
NucleoSpin Extract 2 in 1-Kit 
Nucleobond Kit AX 20 (740571.100) 
 
Marabuwerke GmbH & Co, Tamm 
Fix-o-gum (290117000) 
 
Menno Chemie Vertriebsges. mbH, Norderstedt 
Venno-Vet 1 super 
 
Menzel Gläser, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig 
SuperFrost/Plus-Objektträger (041300) 
 
Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Aceton p.a. ACS, ISO (100014) 
CaCl2 (102382) 
CaCl2xH2O (2382) 
Dimethylformamid (1.03053.1000) 
Formamid, 100%, nicht deionisiert (109684.1000) 
H2O2 30% pro analysi (p.a.; Perhydrol) (7210) 
HCl (Titrisol) 36,461 g für 1000 ml, 1N = 1mol/l (109970) 
KCl (4938) 
MgCl2x6H2O (105833) 
Natriumacetat, wasserfrei, p.a. (6268) 
NaCl reinst (6400) 
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Na-Nitrit (6549) 
Papanicolaou's Lösung 1b (9254) 
Propandiol-(1,2) (7478) 
Saures Hämatoxylin nach Ehrlich (K22638002) 
Triethanolamin (1083790250) 
 
PAA-Laboratories, Cölbe 
Fetales Kälberserum (FKS) (A15-042) 
 
PAA-Laboratories, GmbH, Linz, Österreich 
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-Na2 (pH 8,0) (EDTA05M1) 
Formamid, 100%, deionisiert (FORMD003) 
Triton X-100 (TRX10001) 
 
Riedel de Haen, Seelze 
Borsäure 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; Ultraqualität) (2267.4) 
N,N-Dimethylformamid-Lösung > 99,9% p.a. (6251.1) 
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat (Na2HPO4x2 H2O) > 99,5% p.a. (4984.2) 
Eosin (7089.1) 
Essigsäure > 99,8% p.a. (3738.1) 
Ethanol Rotipuran® (RNAse-/DNAse-frei) > 99,8% p.a. (9065.3) 
Ethanol 100 % vergällt (K928.1) 
Ethidiumbromid-Lösung 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 (Plätzchen) > 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.TTM Compound (4583) 
 
Schleicher & Schuell, Dassel 
Papierfaltenfilter, 110mm Durchmesser (311643) 
 
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Casein-Pepton (Peptone from Casein) (48600) 
EDTA-Na2 (11280.01) 
Glycin p.a. (23390) 
Hefe-Extrakt (Yeast extract Servabacter) (24540) 
Natrium-EDTA-Lösung (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-Säure] (PIPES) (P3768) 
Polyvinylpyrolidone (P5288) 
RNA (R7250) 
Steriles Neutrales Schafserum (S2263) 
Tris-EDTA Buffer 100 x (100 x TE) (T2985) 
Tyramin-HCl (T2879) 
 
Sigma Chemical Co., St.Louis, USA 
Ziegenserum, "Goat Serum Donor Herd" (G 6767) 
 
Terumo Europe N.V., Leuven, Belgien 
Neolus sterile, pyrogenfreie Einmalkanülen, 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-α-Maus (BA-2000) 
IgG, biotiniliert, Ziege- α -Kaninchen (BA-1000) 
 
Vogel GmbH & Co., Gießen 
Paraffin (in Granulatform; Schmelzpunkt: 56 – 58°C) 
 
WALDECK GmbH + Co Division Chroma, Münster 
Neufuchsin (1B 467) 
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10.3 SEQUENZEN DER INSERTS DER ZUR SONDENHERSTELLUNG 

VERWENDETEN PLASMIDE 

 

gp4/I-1 = 486 b, C-terminal 

TCCTCCAGTCTCTGCTCCTAGGAGTGTTTGGTACTGGGATCGCAAGTGCT

TCTCAATTTTTGAGGGGCTGGCTCAACCACCCTGACATCGTCGGGTATAT

AGTTAATGGAATTGGGGTTGTCTGGCAATGCCATCGTGTTAATGTCACAT

TCATGGCGTGGAATGAGTCCACATATTACCCTCCAGTAGATTACAATGGG

CGGAAGTACTTTCTGAATGATGAGGGGAGGCTACAAACAAACACCCCCG

AGGCGAGGCCAGGGCTAAAGCGGGTCATGTGGTTCGGTAGGTACTTCCT

AGGGACAGTAGGGTCTGGGGTGAAACCGAGGAGGATTCGGTACAATAAG

ACTTCACGTGACTACCACCTAGAGGAGTTTGAGGCAAGTCTCAACATGAC

CCCCCAGACCAGTATCGCTTCAGGTCATGAGACAGACCCCATAAATCATG

CCTACGGAACGCAGGCTGACCTCCTTCCATACACCAN 

 

gp9/I-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 getötet 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 getötet 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 Trägersubstanz, ohne Virus; Kontrolltiere: nicht infizierte Lewis-Ratten; V-Nr.: 

Tagebuchnummer eines Tieres 
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Tab. 10.2 Semiquantitative Auswertung des Grades der Entzündungsreaktionen 

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 über die Zeit (Kruskal-Wallis-Test, BDV-
Tiere), signifikant p=0,0001 
 

HE: Hämatoxylin-Eosin-Färbung des Gewebes; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; BDV: 

Infektion mit dem BDV; „Mock“: Schein-Infektion mit identischer Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl 

der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gröβter Wert dieses Zeitpunktes; 

Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes;  
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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 2,5 2,5 
18 Mock 1 0 0 0 

BDV 3 2 2,5 2,33 
22 Mock 1 0 0 0 

BDV 3 2 2,5 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 über 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 Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; 

Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gröβter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert: 

Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes  

 



ANHANG 

 

218

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 2,5 3 2,67 
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 2,5 2,17 
60 Mock 1 0 0 0 

BDV 3 1 2,5 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 über 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 Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; 

Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gröβter 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 über 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 Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; 

Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gröβter 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 

Tag p.i. Infektion n Minimum Maximum 

Mittelwert 
(BDV) 
Wert 
(Mock) 

BDV 3 2 2,5 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 2,5 2,16 
12 Mock 1 - - 2 

BDV 3 2 2,5 2,33 
14 Mock 1 - - 1,5 

BDV 3 2 2,5 2,33 
24 Mock 1 - - 2 

BDV 3 1,5 2 1,66 
31 Mock 1 - - 2,5 

BDV 3 2,5 2,5 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 - - 2,5 
p-Wert globaler Test über 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: immunhistologischer Nachweis der SPC4; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; 

BDV: Infektion mit dem BDV; „Mock“: Schein-Infektion mit identischer Trägersubstanz, ohne Virus; n: 

Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gröβter 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 

Tag p.i. Infektion n Minimum Maximum 

Mittelwert 
(BDV) 
Wert 
(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 2,5 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 über 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 Trägersubstanz, ohne Virus; n: 

Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gröβter 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 
mRNA 

BDV-N 
gen.RNA 

BDV-GP-N 
mRNA 

BDV-GP-N 
gen.RNA 

BDV-GP-C 
mRNA 

BDV-GP-C 
gen.RNA 

3 0 0 0 0 0 0 

7 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 über 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 2,5 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 Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl 

der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gröβter 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 2,5 2,33 
24 Mock 1 0 0 0 

BDV 3 2 2,5 2,33 
42 Mock 1 0 0 0 

BDV 3 2 2,5 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 Trägersubstanz, ohne 

Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gröβter 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 2,5 2,17 
24 Mock 1 0 0 0 

BDV 3 2 2,5 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 

Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; 

Maximum: gröβter 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 Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses 

Zeitpunktes; Maximum: gröβter 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 2,5 2,17 
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-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 

Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; 

Maximum: gröβter 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 2,5 2,17 
42 Mock 1 0 0 0 

BDV 3 2 2,5 2,33 
60 Mock 1 0 0 0 

BDV 3 2 2,5 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 Trägersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses 

Zeitpunktes; Maximum: gröβter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten 

Tiere eines Zeitpunktes 

 

Tab. 10.15 Vergleich des Nachweises von BDV-Proteinen mit der entsprechenden 

mRNA 

Vergleiche 

Signifikanz 
(p-Wert) 
Wilcoxon-
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 Berücksichtigung der Untersuchungszeitpunkte, an denen sowohl eine 

Immunhistiologie als auch eine in situ-Hybridisierung durchgeführt wurde. 

BDV-N: BDV-Nukleoprotein; mRNA: „messenger“RNA; BDV-GP: BDV-Glykoprotein; BDV-GP-C: BDV-

GP, C-terminaler Anteil; 
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Tab. 10.16 Einfaktorielle Varianzanalyse und Kruskal-Wallis-Test der quantitativ 

bestimmten positiven Zellen im Ammonshorn 

BDV-spezifisches  
Protein bzw RNA und 
Zellkompartiment Tpi Minimum Maximum Mittelwert SA 

p-Wert  
Kruskal-
Wallis- 
Test 

BDV-N Z 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 22.172 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) 

BDV-spezifisches  
Protein bzw RNA und 
Zellkompartiment Tpi Minimum Maximum Mittelwert SA 

p-Wert  
Kruskal-
Wallis- 
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) 

BDV-spezifisches  
Protein bzw RNA und 
Zellkompartiment Tpi Minimum Maximum Mittelwert SA 

p-Wert  
Kruskal-
Wallis- 
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 mm2 zu diesem Zeitpunkt; Maximum: höchste Zahl positiver Zellen pro mm2 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 

Tpi Mittelwert  SA 
geometrischer 
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 

Tpi Mittelwert SD 
geometrischer 
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 

Tpi Mittelwert SD 
geometrischer 
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 

Tpi Mittelwert SD 
geometrischer 
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 

Tpi Mittelwert SD 
geometrischer 
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     

Tpi Mittelwert SD 
geometrischer 
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     

Tpi Mittelwert SD 
geometrischer 
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     

Tpi Mittelwert SD 
geometrischer 
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) Anschlußtest - Paarweise Vergleiche zwischen verschiedenen BDV 

RNAs  

Vergleiche 
Signifikanz 
(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 mm2 aus allen 

ausgewerteten Tieren eines Zeitpunktes; SA: Standardabweichung; geometrischer Mittelwert: 

entlogarithmierter Mittelwert; SF: Streufaktor, entlogarithmierte Standardabweichung 
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10.5 ABKÜRZUNGEN 

 

A,a   Adenin 

ABC   Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex 

Aca   Acetanhydrid 

AP   Alkalische Phosphatase 

Aqua bidest.  Aqua bidestillata 

Aqua dest.  Aqua destillata 

BCIP   5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat 

BD   “Borna Disease”, Borna`sche Krankheit 

BDV   “Borna Disease Virus”, Virus der Borna`schen Krankheit 

BDV-GP  BDV-Glykoprotein 

BDV-M  BDV-Matrixprotein 

BDV-N  BDV-Nukleoprotein 

bp   Basenpaare 

C,c   Cytosin 

cDNA   komplementäre DNA 

cRNA   komplementäre RNA 

DAB   3.3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Lösung 

DEPC   Diethylpyrokarbonat 

DIG   Digoxigenin 

DMEM  Dulbecco-Modifizierung von Eagle’s Medium 

DMF   Dimethylformamid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

Tpi   Tage infectionem, Tage nach Infektion 

DTT   2,3-Dihydroxy-1,4-dithiobutan-1,4-dithiothreitol 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

FKS   Fetales Kälberserum 

G,g   Guanin 

GD   Gyrus dentatus 

GFAP   "glial fibrillary acidic protein“, saures Gliafaserprotein 

GMEM  Glasgow-Modifikation von Eagle`s Medium 

GP-Protein  Glykoprotein 

H&E   Hämatoxylin-Eosin 
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HB-Mix  Hybridisierungs-Mix 

Ig   Immunglobulin 

IH   Immunhistologie 

IIFT   Indirekter Immunfluoreszenztest 

ISH   in situ-Hybridisierung 

kb   Kilobasen 

kDa   Kilo-Dalton 

L   Leptomeninx 

M-Protein  Matrixprotein 

mRNA   messenger RNA 

N-Protein  Nukleoprotein 

NBF   “neutral buffered formalin”, neutral gepuffertes Formalin 

NBT   Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 

obB   ohne besonderen Befund 

OD   optische Dichte 

ORF   “open reading frame”, offenes Leseraster 

PACE  “paired amino-acid converting enzyme” 

PC  “proprotein convertase”, Pro-Protein-Konvertase 

PBS “phosphate buffered saline”, Phosphat-gepuffertes 

Natriumchlorid 

PCR   „polymerase chain reaction“, Polymerase-Kettenreaktion 

PFA   Paraformaldehyd 

PHB-Mix  Prähybridisierungs-Mix 

p.i.   post infectionem, nach Infektion 

PIPES  Piperazin-N,N’bis[2-ethansulfatsäure] 

PLP   Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd 

RNA   Ribonukleinsäure 

SPC  “subtilisin-like proprotein convertase” 

SSC   “standard saline citrate”, Standard-Natriumacetat 

ssDNA  “single strang DNA”, Einzelstrang-DNA 

T,t   Thymin 

TAT   "Tyramin amplified technique", Tyramin-verstärkte Technik 

TBE   Tris Borsäure EDTA 

TBS   “Tris buffered saline”, Tris-gepufferte Kochsalzlösung 
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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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Hannover 2006

N
ic

o
le

 W
er

n
er

-K
ei

šs
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