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Einleitung

1. EINLEITUNG

Der Geruchssinn der Saugetiere und des Menschen stellt einen wichtigen Baustein der
Sinnesphysiologie dar. Wahrend er beim Menschen, im Vergleich zum Héren und Sehen,
meist als weniger bedeutsam eingeschatzt wird, ist er fur die meisten Tiere
Uberlebenswichtig (NIIMURA, 2009; PATEL und PINTO, 2014).

Das olfaktorische Epithel (OE) beherbergt die Riechnervenzellen, die mit spezifischen
olfaktorischen Rezeptoren ausgestattet sind und ist der einzige Bereich des Korpers, in dem
Nervenzellen in direktem Kontakt zur Umwelt stehen. Die olfaktorischen Neurone stellen
dadurch eine mogliche Eintrittspforte fir viele neurotrope Viren dar, die Uber olfaktorische
Leitungsbahnen ins zentrale Nervensystem (ZNS) gelangen kénnen. Folglich sind sie eine
wichtige Determinante fir eine Weiterleitung von Krankheitserregern oder anderen
schadlichen Substanzen ins Gehirn. Fir eine Vielzahl von Viren, darunter das Vesikulare
Stomatitis Virus (VSV), das Herpes simplex Virus (HSV), das Tollwut-Virus and das
Influenza-A-Virus, ist dies seit langem bekannt (Ubersicht bei MORI et al., 2005b). Schon
frih konnte gezeigt werden, dass sich auch das Virus der Bornaschen Krankheit (Borna
disease virus, BDV) im Rattenmodell ausgehend vom Riechnerv intraaxonal und
transsynaptisch in das ZNS ausbreiten kann (MORALES et al., 1988).

Neben Viren kénnen jedoch auch andere potentiell schadliche Stoffe Gber das Riechepithel
aufgenommen werden und ins Gehirn gelangen (zusammengefasst in DOTY, 2008). Und
auch bei bestimmten Erkrankungen, wie beispielsweise bei der Parkinsonschen- oder der
Alzheimerschen-Krankheit, spielt das olfaktorische Epithel eine wichtige Rolle, da diese
Erkrankungen haufig mit dem Verlust des Geruchssinns einher gehen (DOTY, 2009;
BENARROCH, 2010; HOLBROOK et al, 2011). Daneben kann im Riechepithel eine
lebenslange Neurogenese und ein Ersatz der Riechnervenzellen nach experimentell
verursachten Lasionen beobachtet werden, was es zu einem begehrten Studienobjekt der
regenerativen Medizin macht (GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979; GRAZIADEI und MONTI
GRAZIADEI, 1983; MACKAY-SIM und KITTEL, 1991).

Trotz dieser Relevanz, inshesondere auch fiir Sdugetiere, ist bislang nur wenig gesichertes
Wissen Uber Struktur und Funktion des olfaktorischen Epithels in unseren Haus- und
Nutztieren vorhanden. So sind Uber das olfaktorische System des Pferdes bisher nur
vereinzelt Studien durchgefiihrt worden (GARCIA-SUAREZ et al., 1997; KUMAR et al., 2000;
MILLER et al., 2003). Im Gegensatz dazu ist das Riechepithel der Ratte bestens
charakterisiert. Durch die Untersuchung der Zytoarchitektur und der Proteinexpression auf
zelluldrer Ebene lassen sich spezieslibergreifende Gemeinsamkeiten und Unterschiede
offenlegen. Damit kann untersucht werden, ob mdgliche gleichartige intranasale

Infektionswege bei verschiedenen Spezies vorliegen kénnen. Damit kénnen auch
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Ruckschlisse von den im Tierversuch mit Nagern gewonnenen Erkenntnissen auf die
Infektion anderer Spezies gezogen werden. Dies ist von besonderem Interesse, da die
intranasale Infektionsroute des BDV auch fiir das Pferd angenommen wird.

Ein Ziel dieser Arbeit war daher die detaillierte morphologische Charakterisierung des
olfaktorischen Epithels des Pferdes, dem Haupt- bzw. Fehlwirt des neurotropen Bornavirus
und der Vergleich mit dem ofaktorischen Epithel der Ratte, einem seit langem genutzten
Tiermodell zum Studium der Bornaschen Krankheit (Borna disease, BD).

AuRerdem sollte in dieser Arbeit die initiale Phase der Infektion mit dem BDV eingehend
untersucht werden, um die Zielzellen des olfaktorischen Epithels zu identifizieren, die zuerst
infiziert werden und von denen sich das Virus weiter in das ZNS ausbreitet. Das
Anfangsstadium der Infektion ist heute, auch nach jahrzehntelanger Forschung, nur
unzureichend charakterisiert. Es konnte beispielsweise bisher nicht sicher ausgemacht
werden, ob es mehrere mdgliche intranasale Eintrittspforten des Virus gibt. Diese kdnnten
jedoch die Unterschiede in der Empfanglichkeit verschiedener Tierspezies fir das BDV
erklaren (IHLENBURG, 1962; ALTMANN et al., 1976; LUNDGREN et al., 1993; RICHT et al.,
1997b). Daneben war auch die Frage, ob eine initiale Virusreplikation im olfaktorischen
Epithel fir eine erfolgreiche Virusausbreitung ins Gehirn notwendig ist, nicht beantwortet und
war daher Ziel der vorliegenden Arbeit. Diese Wissenslicken Uber die Initialphase der
Infektion und die neurogene Ausbreitung im Wirt sollten geschlossen werden, da dies eine
wichtige Vorraussetzung ist, um zuklnftig effiziente Prophylaxe- und TherapiemalRnahmen
entwickeln zu kénnen.

Im Rahmen der Untersuchung der initialen Phase der BDV-Infektion sollten aul3erdem /n-
vitro-Modelle entwickelt werden, die sich als Ersatzmethode zu Tierversuchen eignen. Zwar
existieren viele Zellkultursysteme, die mit dem BDV infizierbar sind (HERZOG und ROTT,
1980), allerdings handelt es sich hierbei meist um persistent infizierte Zellinien, die

physiologischerweise nicht als Eintrittspforte flir das BDV dienen kénnen.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1 VIRALE EINTRITTSPFORTEN UND STRATEGIEN ZUR AUSBREITUNG INS
ZNS

Viele tier- und humanpathogene Viren weisen einen Neurotropismus auf und gelangen Uber
den Blutweg oder periphere Nerven in das ZNS. Die meisten Viren, die sich hamatogen
ausbreiten, sind dabei auf die zelluldaren Bestandteile des Bluts angewiesen. Die Blut-
Hirnschranke stellt eine natirliche Barriere zwischen Blut und Gehirngewebe dar und
verhindert iber kontinuierliche Endothelien und Tight Junctions bis zu einem gewissen Mal}
das Ubertreten von Entziindungszellen und einiger Proteine (WILSON et al., 2010;
SCHWERK et al., 2015). Verschiedene Mechanismen sind beschrieben, wie Viren diese
Barriere Uberwinden kénnen. Sie kénnen Uber infizierte Leukozyten aus den BlutgefaRen
auswandern, Endothelzellen der BlutgefédRe im ZNS direkt infizieren, Uber Transmitter die
Permeabilitdt der Blut-Hirnschranke erhéhen oder Uber den Plexus choroideus mit dem
fenestrierten Endothel in den Liquor gelangen. Daneben stellt die Fortleitung Uber
sensorische und motorische Neurone eine wichtige Infektionsroute dar (Ubersicht bei
MCGAVERN und KANG, 2011). Hierbei nimmt die Infektion Uber die olfaktorischen Neurone
eine Sonderstellung ein, da die Riechnervenzellen die einzigen Neurone sind, die beim
Sadugetier in direktem Kontakt zur Umwelt stehen und in Epithelform organisiert sind
(GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979). Sie koénnen folglich direkt und ohne
Gewebsschadigung mit Viren in Kontakt kommen. Darliber hinaus gibt es einige Viren, die

verschiedene Wege nutzen kénnen, um ins Gehirn zu gelangen.

2.1.1 Hamatogene Infektion des ZNS
2.1.1.1 Infektion von Endothelzellen

In der Regel kann durch die Blut-Hirnschranke der Ubertritt von Viren ins ZNS verhindert
werden. Ein Mechanismus, um diese zu Uberwinden ist am Beispiel des Humanen T-
lymhotropen Virus-1 (HTLV-1) zu finden. Dieses Virus der Familie der Retroviridae kann in
einem kleinen Anteil der infizierten Menschen neben der sogenannten Adulten T-Zell-
Leukdmie auch die HTLV-1-assoziierte Myelopathie auslésen (GESSAIN et al., 1985). Das
Virus bindet an eine Reihe von Rezeptoren, darunter an den Glukosetransporter GLUT1, an
Neuropilin 1, einen Co-Rezeptor eines Tyrosinkinase-Rezeptors, und an Heparansulfat-
Proteoglykane der Zellmembran, die von Endothelzellen des Rickenmarks exprimiert
werden. Folglich hat das Virus das Potential das Endothel selbst zu infizieren, um von dort

aus direkt ins ZNS zu gelangen (AFONSO et al., 2008). Dieser Mechanismus wird auch als
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eine Determinante des Neurotropismus einiger Stdmme des Maus Hepatitis Virus (MHV),
Familie Coronaviridae, diskutiert. Die Expression des spezifischen Rezeptors,
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1a (CAECAM1a), das von MHV
genutzt wird, ist im Gegensatz zu Zellen in Leber und Darm nicht in Zellen des ZNS
nachweisbar (GODFRAIND et al., 1995). Jedoch konnte es auf den Endothelien von
BlutgefdRen des ZNS nachgewiesen werden, die infiziert werden konnten (GODFRAIND et
al.,, 1997). In neueren Untersuchungen wurde allerdings gezeigt, dass sich die stark
neurotropen Stdmme sogar in Neuronen von CAECAM1a-knockout-Mausen ausbreiten
kénnen (MIURA et al., 2008), was dafir spricht, dass weitere Faktoren eine Rolle spielen
darften (COWLEY und WEISS, 2010; PHILLIPS und WEISS, 2011). Eine wichtige Funktion
scheinen dabei neutrophile Granulozyten zu haben, die eine erhéhte Durchlassigkeit der
Blut-Hirnschranke Uber die Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen verursachen (ZHOU et
al., 2003; WEINGER et al., 2013).

2.1.1.2 Permeabilitdtsstérung der Blut-Hirnschranke

Ein weiterer Mechanismus zur Uberwindung der Blut-Hirnschranke kann die durch Viren
ausgeldste Zytokinausschittung sein, welche Einfluss auf die Funktionsfahigkeit dieser
Barriere hat. Fir das West-Nil-Virus, einem Vertreter der Familie der Flaviviridae, konnte
gezeigt werden, dass es durch einen Anstieg von TNF-a und IL-6 im Blut zu einer erhdhten
Permeabilitdt der Blut-Hirnschranke kommt (WANG et al., 2004). In der Regel geht eine
Infektion mit grippedhnlichen Symptomen einher oder verlauft asymptomatisch. Gelangt das
Virus jedoch Uber den beschriebenen Mechanismus in das Gehirn, kann es zu einer letalen
Meningoenzephalitis kommen (CAMPBELL et al., 2002; WANG et al., 2004).

2.1.1.3 Leukozytenmigration (leukocyte trafficking)

Ein Mechanismus, der in der Literatur als Trojan horse mechanism bezeichnet wurde
(Ubersicht bei SALINAS et al., 2010; MCGAVERN und KANG, 2011), beschreibt das
Phdnomen, dass Viren in weillen Blutzellen die Blut-Hirnschranke passieren. Dieser
Mechanismus ist unter anderem beim Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) (ALEXAKI und
WIGDAHL, 2008) und beim Simian Immundefizienz-Virus (SIV; CLAY et al., 2007), beides
Lentiviren in der Familie der Retroviridae, fur Monozyten vorzufinden. Welche Rolle CD4+
Zellen, die ebenfalls im Rahmen einer HIV-Infektion im ZNS zu finden sein kénnen, am
Krankheitsgeschehen spielen, ist bislang strittig (zusammengefasst bei SPUDICH und
GONZALEZ-SCARANO, 2012).
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2.1.1.4. Ubertritt von Viren iiber den Plexus choroideus

Im Gegensatz zu den kontinuierlichen Endothelien der Mikrozirkulation des ZNS weist der
Plexus choroideus fenestrierte Endothelien auf und erleichtert so Viren und anderen
infektidsen Agenzien den Ubertritt in die Cerebrospinalflissigkeit (CSF) und damit die
Ausbreitung in das Gehirn (SCHWERK et al., 2015). Dies konnte fir viele Lentiviren der
Familie der Retroviridae gezeigt werden, so zum Beispiel bei dem Felinen Immundefizienz-
Virus (FIV; MEEKER et al., 2012) sowie dem SIV (CLAY et al., 2007). Dies wird auch fur das
Maedi-Visna-Virus (MVV) angenommen, das ebenfalls zu den Lentiviren gehort
(GEORGSSON, 1994). In diesen Féllen ist der Ubertritt von virustragenden Leukozyten in
das ZNS erleichtert. Daneben konnte am Beispiel von HIV und MVV gezeigt werden, dass
Zellen des Plexus selbst infiziert werden (NARAYAN et al., 1977; FALANGOLA und PETITO,
1993; FALANGOLA et al., 1995; LIST und HAASE, 1997) und so als Virusreservoir fungieren
kénnen (HANLY und PETITO, 1998).

2.1.2 Neurogene Infektion des ZNS
2.1.2.1 Eintritt Giber sensorische Nerven

Die weit verbreiteten a-Herpesviren représentieren ein wichtiges Beispiel fiir Viren, die tber
sensorische Nerven der Peripherie ins ZNS gelangen kénnen. Als die am besten
charakterisierten Vertreter sind die Herpes-simplex-Viren (HSV) des Menschen zu nennen,
die neben den typischen Herpeslasionen der Haut und Schleimhaut auch Enzephalitiden
auslésen kénnen. Als Eintrittspforte dienen hauptsachlich Epithelzellen der Schleimhaute
und der mukokutanen Ubergénge, von denen sie iiber sensorische Nervenenden intraaxonal
und transsynaptisch zum Trigeminalganglion (HSV-1) oder zu den Sakralganglien (HSV-2)
weitergeleitet werden. Der zelluldre Rezeptor auf den sensorischen Nervenendigungen ist
dabei Nektin-1 (SHUKLA et al.,, 2006; CURANOVIC und ENQUIST, 2009; SALINAS et al.,
2010; MCGAVERN und KANG, 2011). Dies gilt beispielsweise auch fir das
veterindrmedizinisch relevante Suid Herpesvirus-1, dem Erreger der anzeigepflichtigen
Aujeszkyschen Krankheit (YOON und SPEAR, 2002). Daneben nutzt auch das Herpesvirus
simiae (Herpesvirus B), das regelmalig bei Affen der Gattung Macaca gefunden wird, den
Rezeptor Nektin-1 (FAN et al., 2012).

2.1.2.2 Eintritt tiber motorische Nerven

Das Tollwut-Virus ist ein klassisches Beipsiel fir ein Virus, das durch periphere motorische

Nerven ins ZNS weitergeleitet wird. Es ist ein Lyssavirus und gehért zur Familie der
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Rhabdoviridae in der Ordnung der Mononegavirales. Zelluldre Rezeptoren fur dieses Virus
sind der nikotinerge Acetylcholin-Rezeptor und das Neural cell adhesion molecule (NCAM)
(BURRAGE et al., 1985; THOULOUZE et al, 1998). Diese Rezeptoren an der
Nervenendigung der neuromuskuldren Endplatte kdénnen beispielsweise durch den Biss
eines infizierten Tieres mit dem Virus in Kontakt kommen und nach erfolgter
transsynaptischer und retrograd intraaxonaler Weiterleitung in das ZNS eine nicht-eitrige
Enzephalitis auslésen. Neben diesem klassischen Infektionsweg ist auch eine Infektion tber
olfaktorische Leitungsbahnen beschrieben (siehe 2.1.2.3).

Auch Poliovirien nutzen die neuromuskulédre Endplatte und motorischen Nerven um ins ZNS
zu gelangen. Sie sind die Erreger der Poliomyelitis epidemica anterior acuta, und gehdren zu
den Enteroviren der Familie der Picornaviridae in der Ordnung Picornavirales. Nach erfolgter
oraler Aufnahme und Virusvermehrung im Darm kommt es zur Infektion der regionaren
Lymphknoten und zur transienten Viramie. Uber den Blutweg gelangt das Virus auch in die
Zellen der Skelettmuskulatur und an Nervenendigungen der neuromuskuldren Endplatte.
Dort binden sie an den Rezeptor CD155 auf der neuronalen Zellmembran und breiten sich
von dort aus transsynaptisch und intraaxonal retrograd ins ZNS aus (LEON-MONZON et al.,
1995; OHKA et al., 2004; RACANIELLO, 2006; SALINAS et al., 2010).

Dariber hinaus nutzen Adenoviren der Familie Adenoviridae den Coxsackievirus-
Adenovirus-Rezeptor (CAR) um in die Nervenendigungen der neuromuskuldren Endplatte
einzudringen. Dies konnte auch am Beispiel des Caninen Adenovirus-2 (CAV-2) gezeigt
werden (SOUDAIS et al., 2001; SALINAS et al., 2009).

2.1.2.3 Intranasale Infektion des ZNS (ber olfaktorische Leitungsbahnen

Viele neurotrope Viren, darunter zahlreiche Vertreter der Ordnung Mononegavirales, kbnnen
auch Uber olfaktorische Leitungsbahnen in das ZNS gelangen (WINKLER et al., 1973;
CONOMY et al., 1977; CARBONE et al., 1987; MORALES et al., 1988). Dieser mdgliche
Infektionsweg zeichnet sich dadurch aus, dass die olfaktorischen Neurone in direkten
Kontakt zur Umwelt stehen und die Viren so eine direkte Zugangsmdéglichkeit zum ZNS
haben.

Fir das BDV, dem Erreger der Bornaschen Krankheit, einem Vertreter der Ordnung
Mononegavirales, wird angenommen, dass es sich bei der intranasalen Infektion um die
Hauptinfektionsroute der natirlichen Wirte, Pferd und Schaf, handelt. So konnte in Studien
eine Ausbreitung der Infektion ins ZNS nach intranasaler Virusapplikation im Rattenmodell
festgestellt werden (MORALES et al., 1988; SHANKAR et al., 1992). Aulerdem konnte in
der Arbeit von Morales et al. (1988) gezeigt werden, dass Muttertiere von ihren am ersten

Lebenstag infizierten Nachkommen infiziert werden kdnnen, da diese grofle Mengen an
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infektibsem Virus mit Tranenflussigkeit, Speichel und Urin ausscheiden. Sowohl die
klinischen als auch die histologischen Veranderungen glichen dabei denen der intranasalen
Infektion der adulten Ratten. Letzteres konnte in einer weiteren Studie bestatigt werden
(SAUDER und STAEHELI, 2003). Hier wurde gezeigt, dass infektdser Urin, der von
persistent infizierten Ratten gewonnen wurde, in der Lage war, adulte Artgenossen
anzustecken. Experimentell kénnen, neben der intrazerebralen Injektion, auch andere
Infektionswege zu einer Infektion des ZNS fihren, wobei jedoch ein intraaxonaler retrograder
und transsynaptischer Transportweg fir eine erfolgreiche Ausbreitung angenommen wird
(CARBONE et al., 1987).

Auch a-Herpesviren, darunter das humane Herpes-simplex-Virus 1 und 2 kénnen diese
Eintrittspforte nutzen (TWOMEY et al., 1979; MORI et al., 2005a; MORI et al., 2005b).
Hinweise hierauf ergaben sich durch den Nachweis von Viren im olfaktorischen Cortex und
im limbischen System und nicht in Bereichen, die bei einer trigeminalen Fortleitung zu
erwarten gewesen waren (ESIRI, 1982). Aullerdem konnten histologische Veranderungen
(TWOMEY et al., 1979) oder virales Antigen nach experimenteller Infektion (TAN und
STEVENSON, 2014) im Riechepithel nachgewiesen werden. HSV-1 und -2 besitzen
zusatzlich bei der experimentellen Infektion von Maé&usen die Fahigkeit die
chemosensorischen Neurone des Vomeronasalorgans zu infizieren (MORI et al., 2005a).
Das HSV-1 konnte hier allerdings auch im tributédren Gebiet des Nervus trigeminus
nachgewiesen werden. Das HSV-2 konnte nach experimenteller Infektion hingegen nur in
den Bereichen gefunden werden, die fir eine Weiterleitung vom Nervus trigeminus in das
ZNS sprechen (MORI et al., 2005b).

Weitere Herpesviren, die in der Lage sind, diesen Infektionsweg zu nutzen, sind
beispielsweise das Equine Herpesvirus-1, EHV-1, (THORSEN und LITTLE, 1975;
MARSHALL und FIELD, 1997; WALTER et al., 2013) sowie das Suid Herpesvirus-1, dem
Erreger der Aujeszkyschen Krankheit (NARITA et al., 1991; MULDER et al., 1994).

Kirzlich wurde fir das Humane Herpesvirus Typ 6, Unterfamilie Betaherpesvirinae in der
Familie der Herpesviridae, berichtet, dass es ebenfalls liber olfaktorische Leitungsbahnen ins
das ZNS gelangen kann und dass das olfaktorische Epithel ein Virusreservoir darstellen
kann. Dies wurde damit begriindet, dass in vitro olfaktorische Hiillzellen infizierbar sind und
sich virales Erbgut aus Nasentupfern sowie aus verschiedenen Bereichen des olfaktorischen
Traktes im Gehirn isolieren lielken (HARBERTS et al., 2011). Ein abschlieRender Beweis fiir
die ursachliche Beteiligung an den verschiedensten neurologischen Krankheiten, mit denen
es in Verbindung gebracht wird (CHALLONER et al., 1995; CASERTA et al.,, 2001;
FOTHERINGHAM und JACOBSON, 2005; CHAPENKO et al., 2006; LI et al., 2011; ALENDA
et al., 2014), steht allerdings noch aus (LEIBOVITCH und JACOBSON, 2014).
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Aus der Familie der Rhabdoviridae in der Ordnung der Mononegavirales kann das Tollwut-
Virus Uber das olfaktorische Epithel in das Gehirn gelangen. Dies konnte bereits in vielen
experimentellen Studien mit Mdusen gezeigt werden (LAFAY ef al., 1991; ROSSEELS et al.,
2011). Daneben ist auch ein Fall einer Laborinfektion mit dem Tollwutvirus Uber Aerosole
bekannt geworden. Der Virusnachweis gelang im Bulbus olfactorius (WINKLER et al., 1973;
CONOMY et al., 1977).

Auch fiir verschiedene Stdmme des Mouse hepatitis virus (MHV) konnte experimentell eine
Infektion des ZNS nach intranasaler Virusapplikation gezeigt werden, was sich in einer
Enzephalomyelitis oder Demyelinisierung duf3ern kann (BARTHOLD, 1988; PERLMAN et al.,
1989; COWLEY und WEISS, 2010).

Weiterhin kann auch das Vesicular stomatitis virus, das zur Gattung Vesiculovirus und
ebenfalls zu der Familie der Rhabdoviridae gehért, in experimentellen Infektionen Uber das
olfaktorische Epithel in das Gehirn gelangen (HUNEYCUTT et al., 1993). Das Virus ist der
Ausldser der anzeigepflichtigen Erkrankung Stomatitis vesicularis. Ob sich die Infektion im
Gehirn ausbreitet, hdngt von einem Interferon Typ I-vermittelten Mechanismus innerhalb des
Bulbus olfactorius ab (DETJE et al., 2009).

Aus der Familie der Orthomyxoviridae kann das Influenza-A-Virus Uber olfaktorische
Leitungsbahnen in das zentrale Nervensystem gelangen, was experimentell belegt werden
konnte (REINACHER et al., 1983; ARONSSON et al., 2003). Aber auch bei der natirlichen
Infektion des Menschen, insbesondere bei Kindern, kann das Virus, wenn auch selten, ins
ZNS gelangen und eine Enzephalitis oder Enzephalopathie auslésen (zusammengefasst von
STUDAHL, 2003).

Der intranasale Infektionsweg konnte dartber hinaus flir das Poliovirus zur experimentellen
Infektion von Mausen genutzt werden (NAGATA et al., 2004). Beim Menschen scheint dieser
Weg allerdings keine Rolle zu spielen (SABIN und WARD, 1941), obwohl dies seit Anfang
des 20. Jahrhunderts diskutiert wird (FLEXNER und AMOSS, 1920).

Dartber hinaus wird spekuliert, dass Kanale, die durch olfaktorische Hiullzellen gebildet
werden und so direkten Kontakt zur Cerebrospinalflissigkeit ermdglichen, eine Diffusion von
Viren aus der Nase ins ZNS ermdglichen. Eine direkte Infektion der Hillzellen mit
Freisetzung der Viren in diese Kanéle wird als méglicher Mechanismus diskutiert (VAN RIEL
et al., 2015). Allerdings konnte dieser Weg noch nicht abschlieliend bewiesen werden und
scheint vornehmlich beim Transport von Substanzen ins ZNS von Relevanz zu sein
(OBERDORSTER et al., 2004; DHURIA et al., 2010; GIZURARSON, 2012).
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2.1.3 Viren, die verschiedene Infektionswege nutzen

Neben den Viren, die hauptsédchlich hdmatogen oder neurogen den Weg ins ZNS nehmen,
gibt es einige Viren, bei denen auch bei der natirlichen und experimentellen Infektion
mehrere Wege sicher nachgewiesen sind. Hierzu gehéren beispielsweise zwei Vertreter der
Gattung Morbillivirus, die zur Familie der Paramyxoviridae in der Ordnung der
Mononegavirales gehéren.

Fir das Masernvirus sind als zellulare Rezeptoren das Membrane cofactor protein (MCP,
CD46; DORIG et al., 1993; NANICHE et al., 1993), das Signaling lymphocytic activation
molecule (SLAM, CD 150) fir aktivierte Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen
(TATSUO et al., 2000) sowie Nektin-4, auch bekannt als polivirus-receptor-like-4 (PVRL4),
auf epithelialen Zellen (MUHLEBACH et al., 2011; NOYCE et al,, 2011) bekannt. ZNS-
Komplikationen kénnen sich akut als Meningoenzephalitis (acute postinfectious measles
encephalitis, APME) oder, als Spéatfolge, in Form einer subakuten sklerosierende
Panenzephalitis (subacute sclerosing panencephalitis, SSPE) &aufltern (GOLDBLOOM und
KEITH, 1937; CONNOLLY et al.,, 1967; REUTER und SCHNEIDER-SCHAULIES, 2010).
Das Virus gelangt meist nach einer initialen Vermehrung in den lymphatischen Einrichtungen
des Respirationstraktes in den Blutstrom zur Blut-Hirnschranke und Gberwindet diese durch
leukocyte trafficking, Migration Uber den Plexus choroideus oder durch Infektion der
Endothelzellen (KIRK et al., 1991; DITTMAR et al., 2008; LUDLOW et al., 2009; SALINAS et
al., 2010).

Das Canine distemper virus (CDV) ist das atiologische Agens der Staupe, an der eine
Vielzahl von Carnivoren erkranken kénnen. Auch fir dieses Virus sind verschiedene Wege
der Ausbreitung ins ZNS beschrieben (Ubersicht bei BEINEKE et al., 2009), wobei es sich
nach einer initialen Virusvermehrung in lymphatischem Gewebe hauptsachlich hdmatogen
ins ZNS ausbreitet (KRAKOWKA et al., 1987; KRAKOWKA, 1989). Ein definitiver zellularer
Rezeptor ist bislang nicht sicher identifiziert, insbesondere die Rolle von Nektin-4 und SLAM
wurde klrzlich in Frage gestellt (ALVES et al., 2015). Die Blut-Hirnschranke wird dabei durch
auswandernde Leukozyten, hauptsachlich Monozyten Uberwunden. Wichtiger scheint flr den
Ubertritt der Viren ins ZNS jedoch die Infektion der ependymalen und subependymalen
Zellen sowie des Plexus choroideus zu sein (HIGGINS et al., 1982; VANDEVELDE und
ZURBRIGGEN, 2005). Des Weiteren wurde auch eine Weiterleitung aus den Meningen
diskutiert (BAUMGARTNER et al., 1989). Innerhalb des ZNS kann sich das CDV dann, unter
anderem, auch Uber den Liquor cerebrospinalis ausbreiten (VANDEVELDE und
ZURBRIGGEN, 2005; RUDD et al., 2006). Neben der hamatogenen Ausbreitung kann das
CDV auch uber olfaktorische Bahnen ins Gehirn gelangen, was experimentell gezeigt
werden konnte (RUDD et al., 2006).
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2.1.4 Aufnahme anderer potentiell schadlicher Agentien liber das olfaktorische Epithel

Neben den unter 2.1.2.3 beschriebenen Viren kénnen weitere Stoffe, die flir den Kérper
potentiell schadlich sind, Uber das Riechepithel ins ZNS gelangen. Dazu z&hlen Lektine,
Farbstoffe, L&ésungsmittel, Metalle, Aminos&uren, Nanopartikel und andere Mikroorganismen.
Zahlreiche ionisierte Metalle, darunter Aluminium, Cadmium, Gold und Mangan k&énnen sehr
schnell vom olfaktorischen Epithel in das Gehirn transportiert werden (Ubersicht bei DOTY,
2008). Zum Teil wird von einer Geschwindigkeit berichtet, die schneller als 2 mm pro Stunde
ist (TJALVE und HENRIKSSON, 1999). Im ZNS stellen z.B. insbesondere die Astrozyten ein
Ziel fir Mangan dar, was in einer Studie mit Ratten gezeigt werden konnte (HENRIKSSON
und TJALVE, 2000). Jedoch konnte abschlieRend nicht sicher beurteilt werden, ob dieses
Metall einen schadigenden Einfluss auf die Astrozyten hat.

Im Hinblick auf die vielfach diskutierte Frage, ob Aluminium eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung der Alzheimerschen Krankheit spielt, liegen in der Literatur widerspriichliche
Angaben vor. Dies gilt insbesondere fur den Weg der Aufnahme und in welcher Form das
Aluminium vorliegen muss um eine Erkrankung hervorzurufen (Ubersicht bei BROWN et al.,
2005). Auch das fehigefaltete Protein PrP%°, wie es im Rahmen von spongiformen
Enzephalopathien wie z.B. der Creutzfeld-Jakobschen Krankheit auftritt, ist haufig sowohl im
olfaktorischen Epithel als auch im Riechkolben und den Riechbahnen des Gehirns zu finden,
was die Vermutung zuldsst, dass die olfaktorische Route als Eintrittspforte dienen kann
(REUBER et al.,, 2001; ZANUSSO et al.,, 2003). Dies wurde auch am Beispiel einer
natirlichen (CORONA et al., 2009) oder einer experimentellen Scrapie-Erkrankung beim
Schaf (HAMIR et al., 2008) gezeigt. Wie auch bei der Alzheimerschen und der
Parkinsonschen Krankheit (DOTY, 2009; BENARROCH, 2010; HOLBROOK et al., 2011)
kann es bei der Creutzfeld-Jakobschen Krankheit zu einem Verlust des Riechsinns kommen
(ZANUSSO et al., 2003). Daneben liegt ein Fallbereicht vor, bei dem der Patient Riech- und
Geschmackssinn verlor (REUBER et al., 2001). Dies unterstreicht die Relevanz des

olfaktorischen Epithels im Rahmen der Diagnostik von Erkrankungen.

2.2 AUFBAU DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS

Das Geruchsorgan beziehungsweise die Riechschleimhaut nimmt eine tierartlich und
individuell unterschiedlich grof3e Flache im Bereich des Fundus nasi ein. Das Epithel bedeckt
zu unterschiedlichen Anteilen sowohl die Nasen- und Siebbeinmuscheln als auch
Wandbereiche des Siebbeins (BARRIOS et al., 2014b; BARRIOS et al., 2014c; PATEL und
PINTO, 2014). Bei dem olfaktorischen Epithel handelt es sich um ein einschichtiges und

mehrreihiges Epithel, das aus drei Gruppen von Zellen besteht. Die Rezeptoren des
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Geruchssinns befinden sich auf den zilientragenden olfaktorischen Neuronen. Daneben

finden sich im Epithel die basal gelegenen Basalzellen und die weiter apikal gelegenen

Stiitzzellen. Unterhalb des Epithels schlie3t sich, getrennt durch die Basalmembran, die
Lamina propria mucosae an (MORRISON und COSTANZO, 1992; MURDOCH und
ROSKAMS, 2007; BARRIOS et al.,, 2014a). Die Stiitzzellen zeigen eine leicht gelbliche
Pigmentierung, wodurch die Regio olfactoria oft schon makroskopisch abgegrenzt werden
kann (NICKEL et al., 2004).

2.2.1 Zellen des olfaktorischen Epithels

Der Aufbau des olfaktorischen Epithels ist schematisch in Abb. 1 dargestellt.

Abb. 1: Schematische Darstellung des Aufbaus des adulten olfaktorischen Epithels
(nach MURDOCH und ROSKAMS, 2007)

Adult OE

Olfactory
Epithelium

Lamina Propria

Nasal Cavity

maturing|
olfactory
neuron

lobose
asal cell

| horizontal

asal cell

ORN axon

Ausgangspunkt fir

Adult OE: reifes olfaktorisches Epithel; nasal cavity:
Nasenhoéhle; Sus: sustentacular cell, Stitzzelle; mature
olfactory neuron (ORN): adulte bzw. reife Riechnervenzelle;
maturing  olfactory  neuron: juvenile bzw. unreife
Riechnervenzelle; globose basal cell: proliferierende
Basalzelle; horizontal basal cell: horizontale Basalzelle; OEC:
olfactory ensheathing cell, olfaktorische Hullzelle; ORN axon:
Axon der Riechnervenzelle bzw. Nervenfaser

die Regenerationsfahigkeit des Epithels sind die Basalzellen

(GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979; FARBMAN und MARGOLIS, 1980; GRAZIADEI und
MONTI GRAZIADEI, 1983). Morphologisch kénnen im postnatalen Epithel runde und

horizontale Basalzellen unterschieden werden.
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Die runden oder kugeligen, proliferierenden Basalzellen werden in der englischsprachigen
Literatur als globose basal cells bezeichnet und gelten als Vorlaufer der olfaktorischen
Neurone (GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979; CALOF und CHIKARAISHI, 1989; MACKAY-
SIM und KITTEL, 1991) und der Stiitzzellen (SCHWOB et al., 1994; CHEN et al., 2004). Sie
sind im Epithel etwas weiter apikal als die direkt der Basalmembran aufliegenden
horizontalen Basalzellen zu finden. Der Nachweis der Proliferation kann durch
Einlagerungen von Bromdesoxyuridin (BrdU; CARTER et al., 2004) oder [*H]-Thymidin
(GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979) in die Zellen erfolgen. Der Nachweis ist auch
immunhistologisch durch Detektion von PCNA (Proliferating cell nuclear antigen; MILLER et
al., 2003) und Ki-67 (CARTER et al., 2004; BOCK et al., 2009; HOLBROOK et al., 2011)
sowie von dem in einer Studie entwickelten Marker GBC-1 (globose basal cells;
GOLDSTEIN und SCHWOB, 1996) mdglich.

Den horizontalen Basalzellen wird meist die Funktion multipotenter Stammzellen
zugesprochen, die fir die Regeneration des Epithels nach Schaden zustdndig sind
(SCHWARTZ LEVEY et al, 1991; HOLBROOK et al., 1995; CARTER et al., 2004). Sie
exprimieren je nach Alter des Tieres neben Zytokeratin 5 und 6 (SCHWOB et al., 1995)
verschiedene Marker, darunter den Transkriptionfaktor Pax-6 (DAVIS und REED, 1996),
EGFR (Epidermal growth factor receptor;, KRISHNA et al., 1996), ICAM-1 (Intercellular
adhesion molecule-1) sowie ai-, as-, 0, B1 und Bs-Integrin (CARTER et al., 2004).
Aullerdem exprimieren sie den zur Familie der hochaffinen Tyrosinkinase-Rezeptoren
gehdrenden Rezeptor TrkA und kénnen so durch NGF (Nerve growth factor) stimuliert
werden (FERON et al., 2008). Ob die horizontalen Basalzellen die Vorlaufer der
proliferienden Basalzellen oder eine eigene Entitadt nicht-neuronaler Stammzellen darstellen,
wird weiterhin diskutiert (CALOF und CHIKARAISHI, 1989; SCHWOB, 2002; CARTER et al.,
2004; MURDOCH und ROSKAMS, 2007).

Aus den proliferierenden Basalzellen entwickeln sich die juvenilen bzw. unreifen
olfaktorischen Neurone (CALOF und CHIKARAISHI, 1989). Ihr Zellkern liegt in der Ebene
zwischen den Zellkernen der proliferierenden Basalzellen und der adulten Neurone.
Immunhistologisch ist dieser Zelltyp mittels Antiseren gegen den hochaffinen Tyrosinkinase
Rezeptor TrkB (ROSKAMS et al., 1996; FERON et al.,, 2008) detektierbar. Daneben
exprimieren sie das Growth-associated phosphoprotein GAP43 (VERHAAGEN et al., 1990)
und Doublecortin (DCX; CARSON et al., 2006; MURDOCH und ROSKAMS, 2007).

Bei den reifen olfaktorischen Neuronen handelt es sich um bipolare Neurone mit einem
lumenwarts gerichteten, unverzweigten Dendriten und einem zur Basallamina gerichteten
Axon. An den Dendritenendungen findet sich eine charakteristische Auftreibung mit einer
variablen Zahl an Zilien. Die Zellkerne dieses Zelltyps liegen weiter apikal als die der

juvenilen Neurone, meist aber unterhalb der Zellkerne der Stitzzellen (MORRISON und
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COSTANZO, 1992; MURDOCH und ROSKAMS, 2007). Der spezifischste Marker zur
Darstellung adulter olfaktorischer Neurone ist das Olfactory marker protein OMP (HARTMAN
und MARGOLIS, 1975; FARBMAN und MARGOLIS, 1980). Es handelt sich hierbei um ein
Protein, das sowohl bei Saugetieren, Fischen und Fréschen als auch beim Menschen
vorkommt (KELLER und MARGOLIS, 1975) und zwischen den verschiedenen Spezies
konservierte Genomabschnitte aufweist (BUIAKOVA et al., 1994). Beim Krallenfrosch sind
allerdings zwei verschiedene Klone nachgewiesen worden, die sich im Bereich des C- und
des N-Terminus von denen der S&ugetiere unterscheiden (ROSSLER et al., 1998). Die
genaue Funktion dieses Proteins ist bislang nicht bekannt, es gibt jedoch Hinweise darauf,
dass es eine modulierende Funktion bei der Signaldetektion und der Signaltransduktion des
Riechens inne hat (BUIAKOVA et al., 1996; REISERT et al., 2007). Weitere, wenn auch
weniger spezifische, immunhistologische Marker zur Darstellung der adulten Neurone sind
PGP9.5 (Protein gene product 9.5), NSE (neuronenspezifische Enolase; WEILER und
BENALI, 2005) und der Tyrosinkinase Rezeptor TrkC (ROSKAMS et al., 1996; FERON et al.,
2008). Die ersten beiden markieren allerdings nicht nur die reifen, sondern zum Teil auch die
unreifen Neurone.

Als nicht-neuronale Zellen innerhalb des Epithels sind die Stlitzzellen zu finden. Diesen
~weinglasférmigen® Zellen (HEMPSTEAD und MORGAN, 1983) werden verschiedenste
Funktionen zugesprochen, darunter Stutzfunktion, Detoxifikation und Phagozytose
abgestorbener Neurone wie von Weiler und Farbman (1998b) zusammengefasst wurde. Zur
immunhistologischen Darstellung wurden in der Vergangenheit verschiedene Marker der
Stlutzzellen, engl. sustentacular cells, identifiziert, hierunter der SUS-1-Marker (HEMPSTEAD
und MORGAN, 1983) sowie der SUS-4-Marker (GOLDSTEIN und SCHWOB, 1996). Diese
Marker sind jedoch auch in Bowmannschen Drisen in der Lamina propria und deren
Ausflihrungsgéngen zu finden. Darlber hinaus exprimieren die Stitz- und die Driisenzellen
auch Zytokeratin 18 (SCHWOB et al., 1995). Zu den Stltzzellen werden noch weitere Zellen
nicht-neuronalen Ursprungs gezahlt, die den klassischen Stitzzellen in ihrer Morphologie
stark &hneln, jedoch keine Reaktivitdt mit dem SUS-1-Marker zeigen. Hingegen ist die
Darstellung dieser Mikrovilli-tragenden Zellen dem Marker 1A-6 mdglich (CARR et al., 1991).
Zur immunhistologischen Charakterisierung des olfaktorischen Epithels wurde in zahlreichen
Studien meist Gewebe aus Ratte und Maus unterschiedlichster Altersstufen verwendet. Das
Riechepithel des Menschen weist hinsichtlich der Organisation und der Zellmorphologie
starke Ahnlichkeiten zum Epithel der Labornager auf (MORRISON und COSTANZO, 1992).
Viele géangige immunhistologische Marker des olfaktorischen Epithels sind auch bei
menschlichem Gewebe zu finden, was die Ubertragung der aus Nagerstudien gewonnenen
Erkenntnissen auf den Menschen erleichtert. Untersuchungen an Haus- und Nutztieren zur

Charakterisierung des olfaktorischen Epithels sind hingegen nur selten in der Literatur zu
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finden (DECKNER et al., 1993; BOCK et al., 2009; BARRIOS et al., 2014b; BARRIOS et al.,
2014c) oder beziehen sich auf andere Komponenten des olfaktorischen Systems wie den
Bulbus olfactorius oder das Vomeronasalorgan (CHOI et al., 2010; SALAZAR und
SANCHEZ-QUINTEIRO, 2011).

Auf speziesspezifische Unterschiede des olfaktorischen Epithels wird bei Bock et al. (2009)
und bei Barrios et al. (2014c) eingegangen. Bock et al. (2009) konnten beim Hund, einem
Translationsmodell fiir RUckenmarksverletzungen des Menschens, zwei histomorphologisch
unterscheidbare Typen des olfaktorischen Epithels nachweisen (Abb. 2), die sich im
Expressionsprofil einiger immunhistologischer Marker deutlich unterscheiden. Die in dieser
Studie als Typ A und B bezeichneten Epithelabschnitte wiesen ein fleckenhaftes
Verteilungsmuster innerhalb der Nase auf. Typ B konnte in den weiter rostral gelegenen
Bereichen des OEs im H&E-gefarbten Schnitt (Hadmatoxylin und Eosin) nachgewiesen
werden, Typ A war vornehmlich in den caudalen Bereichen zu finden. Das Epithel Typ A,
welches als reifes OE deklariert wurde, besitzt eine unregelmafige luminale Oberflachen mit
Endknépfen und Zilien. Die adulten olfaktorischen Neurone im mittleren Drittel des Epithels
besallen einen grol3en, runden, heterochromatinreichen Nukleus mit deutlichen Nukleoli. Die
weiter basal gelegen juvenilen Neurone stellten sich als kleiner und mit einem ovalen,
senkrecht zur Epitheloberflache gerichteten Nukleus dar. Letzterer Zelltyp machte einen
groRen Anteil der Neurone im Epithel des Typ B aus. Auffallend war hier eine ebenere
Epitheloberflache ohne erkennbare Endkndpfe und Zilien, weshalb dieser Anteil des Epithels
als juvenil bezeichnet wurde. Immunhistologisch konnten im Epithel Typ A weniger
proliferierende Basalzellen als in Typ B dargestellt werden. Des Weiteren konnten
Unterschiede im Anteil adulter und juveniler Neurone nachgewiesen werden. So konnten im
Epithel Typ B vermehrt juvenile und mit TrkB markierbare Neurone, daflir aber weniger
OMP-positive adulte Neurone dargestellt werden. Die umgekehrte Situation fand sich in
Epithel Typ A. Hier Gberwogen die OMP-positiven adulten Neurone, die meist eine positive
Kernreaktion zeigten, gegeniiber den mit TrkB markierten juvenilen Neuronen. Im Gegensatz
dazu konnten Barrios et al. (BARRIOS et al., 2014c) dies in dem von ihnen untersuchten

Gewebe aus der Hundenase nicht nachvollziehen.
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Abb. 2: Verschiedene Typen des olfaktorischen Epithel des Hundes (modifiziert nach
BOCK et al., 2009)

SW i

7L

A: olfaktorisches Epithel Typ A; B: olfaktorisches Epithel Typ B; H.E.: Hadmatoxylin-Eosin-Farbung;
Pfeile: olfaktorische Neurone mit rundem Zellkérper und blassen, runden Zellkernen mit prominenten
Nukleoli im mittleren Drittel des Epithels; Pfeilspitzen: kleinere, l&nglichere Neurone, senkrecht zur
Epitheloberflache angeordnet, in (A) der Basalzellschicht anliegend, in (B) auch im mittleren Drittel
des Epithels zu finden

Uber die Verteilung des olfaktorischen Epithels des Pferdes ist in der Literatur beschrieben,
dass es sich im caudalen Bereich der Ethmoturbinale in der Ndhe der Siebbeinplatte befindet
(KUMAR et al., 2000). Zur Darstellung der proliferierenden Basalzellen wurde in einer Studie
der Marker PCNA verwendet (MILLER et al., 2003). In einer anderen Studien wurde das
Vomeronasalorgan des Pferdes immunhistologisch untersucht (GARCIA-SUAREZ et al.,
1997). Der mediale Anteil des Vomeronasalorgans ist mit chemosensorischem Epithel, das
der Detektion von Pheromonen dient, ausgekleidet. Dieses Epithel wurde auf das
Vorhandensein der drei Typen der Tyrosinkinase-Rezeptoren untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass im chemosensorischen Epithel des Vomeronasalorgans eine als positiv fr
TrkA zu bewertende immunhistologische Farbung vor allem im supranukledren Bereich und
am luminalen Pol der sensorischen Zellen und der Stiitzzellen auftrat. Gelegentlich fand sich
eine immunhistochemische Reaktion unterhalb des Zellkerns. Diese Reaktion trat
gleichzeitig auch im respiratorischen Epithel und im Ubergangsbereich auf. AuRerdem
zeigten einige Mikrovilli-tragende Zellen des respiratorischen Epithels eine Anfarbung. Im
Western Blot gelang der TrkA-Nachweis mit erwarteter Gro3e des Proteins nicht, jedoch
konnten wiederholt kleinere Proteine nachgewiesen werden. Hieraus schlussfolgerte man,
dass die positive Immunreaktion auf kleineren Proteinanteilen beruht, an die der gegen ein
intrazytoplasmatisches Epitop nahe des C-Terminus gerichtete Antikdrper bindet. Keiner der
anderen Typen der Tyrosinkinase Rezeptoren konnten mittels Immunhistologie oder Western
Blot nachgewiesen werden. Der Epidermal growth factor receptor (EGFR) konnte nur im
apikalen Anteil der Epithelzellen nachgewiesen werden, jedoch nicht in den Basalzellen. Das

Vorhandensein des Proteins konnte im Western Blot bestétigt werden.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die detaillierte histologische und immunhistologische
Charakterisierung des olfaktorischen Epithels des Pferdes. Das besondere Augenmerk lag
dabei auf den speziesspezifischen Unterschieden im zelluldren Expressionsmuster
ausgewahlter Zellen, da dies weitere Hinweise auf die Ursache der unterschiedlichen
Empfénglichkeit einzelner Tierarten fir verschiedene neurotrope Virusinfektionen, darunter

die Bornasche Krankheit, liefern kann.

2.3 DIE BORNASCHE KRANKHEIT
2.3.1 Klinik

Die Bornasche Krankheit (Borna disease, BD) wird durch die Infektion mit dem neurotropen
Borna disease virus (BDV) ausgeldst. Benannt sind Krankheit und Virus nach der
sachsischen Stadt Borna. Bei einem Krankheitsausbruch Ende des 19. Jahrhunderts in
dieser Region erkrankten zahlreiche Pferde der Kavallerie. Die meisten von ihnen starben
wahrend eines seuchenhaften Geschehens (ZWICK, 1939). Weitere Namen, die fir diese
Erkrankung in der Vergangenheit verwendet wurden, sind die ,Hitzige Kopfkrankheit der
Pferde®* (AUTHENRIETH, 1823; zitiert nach ZWICK, 1939), die ,Halbakute
Gehirnentziindung“ (WORZ, 1858; zitiert nach HEINIG, 1969) oder die ,Schlafsucht der
Pferde“ (WINKLER, 1883). Die heutzutage kaum noch gebrauchlichen Namen weisen darauf
hin, dass das ZNS im Mittelpunkt des Krankheitsgeschehens liegt. Eine Infektion der
nattrlichen Haupt- bzw. Fehlwirte, Pferde und Schafe, mit dem BDV kann zu einer nicht-
eitrigen Meningoenzephalomyelitis fuhren (ZWICK, 1939; NARAYAN ef al, 1983a;
zusammengefasst bei RICHT und ROTT, 2001) und geht mit einer Viruspersistenz einher
(MAYR und DANNER, 1974; VAHLENKAMP et al., 2002). Von Herzog et al. (1994) wurde
von einer Diskrepanz zwischen serologisch positiven und klinisch erkrankten Pferden
berichtet. Wahrend in den letzten Jahren meist nur Einzeltiererkrankungen bekannt wurden,
liegt die durchschnittliche Seropravalenz bei klinisch unauffalligen Pferden in Deutschland
bei 11,5 % (HERZOG et al., 1994) und steigt auf 22,5 % in Endemiegebieten bzw. auf 50 %
in bereits von einer klinischen BD betroffenen Stéllen an (GRABNER et al., 2002). Ahnliche
Erkenntnisse konnten in einer Studie Uber die BD bei Schafen erlangt werden. Nicht alle der
seropositiven Schafe entwickelten im Beobachtungszeitraum eine klinisch manifeste
Erkrankung, obwohl auch bei weiteren Tieren der Herde eine spatere Serokonversion zu
verzeichnen war (METZLER et al., 1979). Weitere Studien, in denen seropositive Tiere auch
nach langerer Uberwachungszeit keine klinische Erkrankung zeigten, haben dies bestétigt
(VAHLENKAMP et al., 2002; MULLER-DOBLIES et al., 2004). Die Ursache fur diese

Differenz konnte noch nicht abschlielend gezeigt werden. Eine entscheidende Rolle
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scheinen jedoch der Immunstatus und der genetische Hintergrund der Tiere sowie das
Virusisolat und die Infektionsdosis zu spielen (RICHT et al., 2007; HERDEN et al., 2013).

Die Inkubationszeit liegt nach einer natirlichen Infektion bei 2 bis 4 Monaten (SCHMIDT,
1912, 1952; PRIESTNALL et al., 2011). In einer Studie mit experimentell infizierten Ponies
traten klinische Symptome zwischen 15 und 26 Tagen nach der Infektion auf (KATZ et al.,
1998), jedoch wurde in dieser Studie eine intrazerebrale Infektion durchgefiihrt, was nicht
dem natirlichen Infektionsweg entsprechen kann. Die klinischen Symptome reichen von
Verhaltensauffalligkeiten Gber Veranderungen des Sensoriums bis hin zu Stérungen der
Motorik. In spaten Krankheitsphasen kann es zu Lethargie, Somnolenz und Stupor kommen.
Die Pferde zeigen Ataxien oder Paresen. Typisch sind auch Drangwandern, Torticollis oder
das sogenannte Pfeifenrauchen, bei dem die Pferde aufgrund von Kau- und
Schluckstérungen mit aus dem Maul heraushangendem Futter verharren. In ca. 90 % der
Félle kommt es innerhalb von 1 bis 4 Wochen nach Beginn der klinisch manifesten
Erkrankung zum Tod (SCHMIDT, 1912, 1952; HEINIG, 1969; LUDWIG et al, 1985;
GRABNER und FISCHER, 1991; DURRWALD und LUDWIG, 1997; RICHT et al., 2007;
HERDEN et al., 2013). In weniger ausgeprégten Fallen wurde auch Uber eine, zumindest
temporare, Genesung berichtet, obwohl eine persistiernde Infektion des Gehirns

nachgewiesen werden konnte (RICHT et al., 2007).

2.3.2 Die natiirliche Infektion des Pferdes

Histopathologisch ist die  natirliche  BDV-Infektion durch eine nicht-eitrige
Meningoenzephalomyelitis mit reaktiver Astrogliose gekennzeichnet, wobei die graue
Substanz am starksten betroffen ist (ZWICK, 1939; HEINIG, 1969; RICHT et al., 2007;
HERDEN et al., 2013). Diese Veranderungen sind am haufigsten im Bereich des limbischen
Systems anzutreffen, was als Ursache fiir die Verhaltensanderungen gesehen wird (ROTT
und BECHT, 1995; HORNIG et al., 2001). Pathognomonisch, wenn auch heutzutage selten
sichtbar, sind die Joest-Degenschen Einschlusskdrperchen, die insbesondere in Neuronen
des Ammonshorns zu finden sein kénnen, dort aber auch in Astrozyten vorkommen (JOEST
und DEGEN, 1909, 1911). Makroskopisch lasst sich lediglich in der chronischen
Verlaufsform die Ausbildung eines Hydrocephalus internus feststellen (ZWICK, 1939;
HEINIG, 1969). Dies konnte auch bei experimentell infizierten Ponies gesehen werden
(KATZ et al., 1998).

Die Entziindungszellpopulation von natirlich infizierten Tieren ist mit derer von experimentell
infizierten Ratten zu vergleichen und auch eine vermehrte Expression von MHCI- und
MHCII-Antigenen kann beobachtet werden, was auf eine &hnliche Pathogenese hindeutet
(BILZER et al., 1995; CAPLAZI und EHRENSPERGER, 1998). Wahrend die CD8+ Zellen

17



Literaturtibersicht

hauptsachlich in den perivaskularen Infiltraten zu finden sind, kénnen CD8+ Zellen meist

verteilt im Parenchym gesehen werden (BILZER et al., 1995).

2.3.3 Epidemiologie
2.3.3.1 Wirtsspektrum von Bornaviren

Neben Pferden und Schafen, die als End. bzw. Fehlwirt der Bornaschen Krankheit gelten,
sind auch zahlreiche andere Tierarten fur eine Infektion mit dem BDV empfénglich. So liegen
zahlreiche Berichte Uber Erkrankungen bei anderen Equiden oder bei Neuweltkameliden
(ALTMANN et al., 1976; DURRWALD, 1993; LEBELT und HAGENAU, 1996; JACOBSEN et
al., 2010) sowie bei Rindern und Ziegen vor (IHLENBURG, 1962; DURRWALD, 1993; BODE
et al., 1994; CAPLAZI et al., 1994). Zum Teil beruhen Studien, die von der Empfanglichkeit
anderer Tierspezies berichten, ausschliellich auf dem serologischen Nachweis von
Antikérpern im Blut von klinisch gesunden Tieren (WATANABE et al., 2006). Nach wie vor
wird die staggering disease der Katze mit einer BDV-Infektion oder einem BDV-ahnlichen
Virus in Zusammenhang gebracht, jedoch wird dies von verschiedenen Autoren als nicht
bewiesen angesehen (LUNDGREN et al., 1995; NOWOTNY und WEISSENBOCK, 1995;
KAMHIEH und FLOWER, 2006; WENSMAN et al., 2013). Die erste Fallbeschreibung der BD
in einem frei lebenden Luchs erfolgte im Jahr 2000 (DEGIORGIS et al., 2000). Auch die in
zahlreichen Studien experimentell infizierten Kaninchen kénnen spontan an der BD
erkranken (OTTA und JENTZSCH, 1960; METZLER et al., 1978). Eine Seltenheit stellt
hingegen die Beschreibung einer klinisch manifesten sowie histologisch und
molekularbiologisch abgesicherten BD des Hundes dar (WEISSENBOCK et al., 1998).

In 2008 wurde von zwei Arbeitsgruppen unabh&ngig voneinander ein Zusammenhang
zwischen der neuropathischen Drlisenmagenerweiterung (proventricular dilatation disease,
PDD) und neu entdeckten Avidaren Bornaviren (ABV) aufgedeckt (HONKAVUORI et al.,
2008; KISTLER et al., 2008). Diese letale Erkrankung tritt gehauft bei Papageienvégeln,
seltener auch bei anderen Vogelfamilien, auf und ist durch eine nicht-eitrige Entziindung des
autonomen Nervensystems des oberen Verdauungstrakts der Végel gekennzeichnet. Der
damit einhergehende Funktionsverlust fiihrt zur Maldigestion und zur Abmagerung sowie zur
charakteristischen Dilatation des Driisenmagens (WEISSENBOCK et al., 2009a; LIERZ et
al., 2010; STAEHELI et al., 2010). Dartber hinaus fanden sich weitere aviare Bornaviren bei
Ganse- und Sperlingsvégeln (WEISSENBOCK et al., 2009b; DELNATTE et al., 2011;
RUBBENSTROTH et al., 2013; RUBBENSTROTH et al., 2014).

Neuerdings wurden Bornavirus-Sequenzen in der Afrikanischen Sumpfbandnatter

(STENGLEIN et al., 2014) gefunden und Uber die Existenz eines weiteren, reptilen
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Bornavirus (RBV), dessen partielle Sequenzen in der Gabunviper gefunden wurden, wird
derzeit noch spekuliert (HORIE et al., 2010; FUJINO et al., 2012; KUHN et al., 2015).

Anfang 2015 wurde von einem weiteren, unbekannten Bornavirus bei Bunthdrnchen
berichtet, das fur drei Todesfélle von Bunthérnchenziichtern verantwortlich gemacht wird.
Bislang ist noch unklar, ob es sich dabei um Einzelfdlle handelt. Diese neu entdeckten
Bornaviren (VSBV-1, Variegated squirrel 1 bornavirus) weist eine Homologie von teils
weniger als 70 % im Vergleich zum klassischen S&ugetier-BDV (siehe 2.3.5) auf
(HOFFMANN et al., 2015).

Ferner wurde gezeigt, dass Teile des BDV-Genoms, namentlich Segmente des
Nukleoproteins, des Matrixproteins sowie der viralen Polymerase, im Genom einiger
Tierarten und des Menschen integriert sind, was vorher nur fiir Retroviren gezeigt werden
konnte (BELYI et al., 2010; HORIE et al., 2010; FUJINO et al., 2012). Inwieweit diese
endogenen Sequenzen die Infektion mit BDV, ABV, RBV oder VSBV-1 beeinflussen, bleibt
noch zu klaren. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Sequenzen zum Teil als
MRNA transkribiert werden und dass beim Dreizehnstreifen-Hérnchen in vitro Proteine
exprimiert werden kénnen, die eine Interaktion mit dem RNP (Ribonukleoprotein) des BDV
ermdéglichen, was in einer Inhibition der BDV-Infektion resultieren kénnte (FUJINO et al.,
2014).

2.3.3.2 Verbreitung der klassischen Bornaschen Krankheit

Die Erkrankungsfélle treten meist in den Endemiegebieten Deutschlands auf. Dazu zahlen
Regionen in Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thiiringen, Baden-Wiirttemberg, Bayern und Hessen
(ZWICK, 1939; HEINIG, 1969). Daneben gelten Regionen in der Schweiz und Liechtenstein
(METZLER et al., 1976) sowie in Osterreich (SUCHY et al., 1997; WEISSENBOCK et al.,
1998) als endemisch. Sporadisch kénnen jedoch auch Falle in Regionen auftreten, die nicht
zu den typischen Endemiegebieten gehdren (LANGE et al.,, 1987; HERZOG et al., 1994;
MULLER-DOBLIES et al., 2004). Ferner sind auch BDV-Fille von aus Endemiegebieten
importierten Tieren, beispielsweise nach GroRbritannien, nicht aufler Acht zu lassen
(JACOBSEN et al., 2010; PRIESTNALL et al., 2011).

Dartber hinaus wird immer haufiger berichtet, dass Bornaviren viel weiter verbreitet sein
sollen als urspringlich vermutet. So wird das Vorhandensein von Bornaviren in Lédndern wie
Island (BJORNSDOTTIR et al., 2013), Finnland (KINNUNEN et al., 2007), Schweden (BERG
et al., 1999) Japan (TANIYAMA et al., 2001; HAGIWARA et al., 2002; WATANABE et al.,
2006), Frankreich (GALABRU et al., 2000), Israel, Polen, Russland, Luxemburg (HERZOG et
al., 1994), der Turkei (YILMAZ et al., 2002), den USA (KAO et al., 1993), China (ZHANG et
al., 2014), sowie Australien (KAMHIEH et al., 2008) diskutiert, wobei Bornaviren im letzteren
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Falle nicht endemisch in Pferden zu sein scheinen (KAMHIEH et al., 2006). Viele dieser
Untersuchungen stiitzen sich jedoch ausschlieBlich auf den Nachweis von BDV-
Serumantikérpern gesunder Tiere. Da die verwendeten Labormethoden oft nicht miteinander
vergleichbar sind und deutlich in ihrer Sensitivitdt und Spezifitdt variieren, sollten die
Ergebnisse genauso kritisch hinterfragt werden, wie die in den Untersuchungen zu
Bornavirus-Infektionen des Menschen. Hier konnte gezeigt werden, dass es sich bei der
nachgewiesenen viralen RNA um Laborstdmme des BDVs handelt, bzw. konnte auch
gezeigt werden, dass ein verwendeter Sandwich-ELISA mit rekombinanten Proteinen falsch
positive Ergebnisse lieferte (WOLFF et al., 2006; DURRWALD et al., 2007). Daneben
konnten die verschiedenen Genotypen der aviaren Bornaviren aus Vdgeln in aller Welt
isoliert werden (HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al., 2008; WEISSENBOCK et al.,
2009a; DELNATTE et al., 2011; RUBBENSTROTH et al., 2014), wahrend Sequenzen des
Loveridge's garter snake virus 1 in Tansania entdeckt wurden (STENGLEIN et al., 2014).

2.3.3.3 Bornavirus-Infektion des Menschen

Neben dem Vorkommen in zahlreichen Tierarten wird auch die Infektion des Menschen nach
wie vor diskutiert, was die Forschergruppen in zwei Lager spaltet (GONZALEZ-DUNIA et al.,
1997b; RICHT et al., 1997b; LIEB und STAEHELI, 2001; HERDEN et al., 2013). Erste
Anhaltspunkte ergaben sich in den Studien von Rott et al. (1985) in denen im Serum von
Patienten mit episodisch auftretenden affektiven Stérungen Antikérper gegen das BDV
nachgewiesen werden konnten. Dies war im Serum klinisch unauffalliger Personen nicht der
Fall. Zahlreiche Studien aus Deutschland, den USA und Japan folgten, die den
Zusammenhang zwischen einer BDV-Infektion des Menschen und psychischen Stérungen
wie der manischen Depression aber auch Schizophrenie und dem Chronic fatigue syndrome
sahen und in denen psychatrische Patienten signifikant mehr Antikérper gegen das BDV
aufwiesen als gesunde Probanden (AMSTERDAM et al., 1985; BECHTER et al., 1987;
BODE et al., 1992; FU et al., 1993; RICHT et al., 1993b; WALTRIP et al., 1995; SAUDER et
al., 1996; TERAYAMA et al., 2003). Viele dieser Studien stiitzen den Nachweis einer BDV-
Infektion, wie auch viele der Untersuchungen in Tieren, allein auf die Detektion von
Antikdrpern in Blut oder Liquor cerebrospinalis mittels indirektem Immunfluoreszenz-Assay
(IFA). In anderen Studien wurde ein ELISA zum Nachweis von zirkulierenden
Immunkomplexen und Antikérpern, nicht jedoch von Antigenen durchgefiihrt. Dies kann die
unterschiedlichen Prévalenzen zwischen den verschiedenen Studien erklaren, da die
Nachweismethoden oft nicht miteinander vergleichbar sind (STAEHELI et al., 2000;
Ubersicht bei HERDEN et al., 2013). Zudem konnte gezeigt werden, dass es bei einem

vielfach verwendeten Sandwich-ELISA zu unspezifischen Reaktionen des Assays kam
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(WOLFF et al., 2006). In multizentrischen Ringversuchen ergaben sich dartber hinaus
erhebliche Diskrepanzen zwischen den diagnostischen Laboratorien, was die Aussagekraft
und Verlasslichkeit der serologischen Studie anzweifeln Idsst (NUBLING et al., 1999).
Auffallend war auch, dass die reaktiven Antikérper in den Patientenseren hauptséachlich
gegen das Phosphoprotein des BDV gerichtet waren, wéhrend die Antikérper aus Tierseren
meist gegen das Nukleoprotein gerichtet waren (ALLMANG et al., 2001). Trotzdem gilt die
Spezifitdt der humanen Seren fir das BDV inzwischen als gesichert (BILLICH et al., 2002;
SCHWEMMLE und BILLICH, 2004). Ahnliche Diskrepanzen wurden beim Nachweis viraler
RNA aus Zellen des strémenden Blutes, aus dem Liquor cerebrospinalis und aus
Gehirnmaterial aufgedeckt. Wahrend der Nachweis in einigen Laboren gelang (BODE et al.,
1995; SAUDER et al., 1996; PLANZ et al., 1999; ZHANG et al., 2013), konnten andere
Forschergruppen dies nicht nachvollziehen (RICHT et al., 1997a; HORNIG et al., 2012).
Auffallig war bei allen Untersuchungen, die hohe Homologie zwischen den beim Menschen
nachgewiesenen Stdmmen und den urspringlich isolierten Stdmmen aus den
Endemiegebieten (SCHWEMMLE et al., 1999; STAEHELI et al., 2000; STAEHELI, 2002). Es
konnte letztendlich gezeigt werden, dass die publizierten viralen Sequenzen beim Menschen
identisch oder nahezu identisch mit den Sequenzen der weltweit in den Laboratorien
verwendeten Virusisolate waren, was auf eine Laborkontamination hinweist (DURRWALD et
al., 2007).

In neueren Veréffentlichungen wurde berichtet, dass Sequenzen des BDV in das Genom von
Saugetieren und auch in das menschliche Genom integriert sind. Uber eine Ursache dieser
Integration oder Uber eine Funktion kann jedoch weiterhin nur spekuliert werden (BELYI et
al., 2010; HORIE et al.,, 2010; FUJINO et al., 2012). In vitro konnte allerdings dargelegt
werden, dass die endogenen Sequenzen des Dreizehnstreifen-Hérnchens, jedoch nicht die
des Menschen, mit dem RNP (Ribonukleoprotein) und damit mit der viralen Polymerase
interagieren kénnen, was zu einer Inhibition der BDV-Infektion in dieser Spezies flihren
kénnte (FUJINO et al.,, 2014). Kirzlich wurde darliber hinaus von drei Todesfallen bei
Bunthérnchenzichtern berichtet, die auf ein bis dato unbekanntes Bornavirus, das VSBV-1
(Variegated squirrel 1 bornavirus), zuriickzufiihren waren, das von diesen Tieren Ubertragen
wurde (HOFFMANN et al., 2015).

2.3.3.4 Reservoire von Bornaviren

Schon frih wurden Nagetiere aufgrund jahreszeitlicher Schwankungen in der
Erkrankungsrate der Hauptwirte als mdgliche Reservoire fir das BDV in Betracht gezogen
(VAHLENKAMP et al., 2002; DURRWALD et al., 2006; KINNUNEN et al., 2007), was durch

die nachgewiesene Ubertragbarkeit des Virus zwischen Labornagern gestiitzt wurde
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(MORALES et al, 1988; SAUDER und STAEHELI, 2003). Weitere Hinweise auf ein
natlrliches Reservoir ergaben sich durch Analysen epidemiologischer Parameter in den
Endemiegebieten (DURRWALD et al., 2006). So konnte gezeigt werden, dass regional
unterschiedliche Virus-Cluster fir die jeweiligen Endemiegebiete typisch sind
(KOLODZIEJEK et al., 2005). Erste Hinweise auf Spitzmduse als mdgliches naturliches
Reservoir erhielten Hilbe et al. (2006), die eine BDV-Infektion in Feldspitzmausen (Crocidura
leucodon), welche zu den Insektenfressern gehdéren, in einem Endemiegebiet in der Schweiz
nachwiesen (HILBE et al., 2006). Diese Beobachtungen konnten auch in anderen
Endemiegebieten wie Bayern und Sachsen bestatigt werden, wenn auch nicht alle
Feldspitzmé&use infiziert waren (BOURG et al., 2013; DURRWALD et al., 2014). Wahrend der
Nachweis viraler RNA nur in Crocidura leucodon gelang, konnten auch in Spitzmausen
anderer Gattungen und in anderen Mausen BDV-spezifische Serumantikérper nachgewiesen
werden (PUORGER et al., 2010; BOURG et al., 2013; DURRWALD et al., 2014). Durch
Sequenzvergleiche der Virusisolate von Feldspitzm&usen mit natirlichen Féllen von BD bei
Pferden aus den Endemiegebieten, sowohl in der Schweiz als auch in Deutschland, konnte
eine Homologie von bis zu 100 % festgestellt werden. Dies untermauert die Vermutung, dass
das Virus von den Feldspitzm&usen auf die Pferde Ubertragen wird (PUORGER et al., 2010;
BOURG et al., 2013). Dartber hinaus wurde in natirlich infizierten Spitzmé&usen infektidses
Virus in Speichel, Tranenflissigkeit, Kot und Urin sowie in Abstrichen der Haut, bei
gleichzeitigem Fehlen von klinischen Symptomen, gefunden. Dies ist vergleichbar mit der
Situation bei neonatal infizierten Ratten, die aufgrund der Immuntoleranz persistent infiziert
sind und ebenfalls grolle Mengen an infektidsem Virus ausscheiden. Somit stellen die
infizierten Spitzm&use vermutlich die Ansteckungsquelle fir die Haupt- bzw. Fehlwirte der
BD dar (NOBACH et al., 2015).

2.3.4 Tiermodelle zur Untersuchung von Bornavirus-Infektionen

Die experimentelle Infektion mit dem klassischen Saugetier-Bornavirus wurde bei einer
Vielzahl von Spezies durchgefiihrt. Erste Infektionen gelangen bei Kaninchen und
Meerschweinchen (ZWICK und SEIFRIED, 1925; ZWICK, 1939). Hierbei wurde
suspensiertes Gehirnmaterial von natirlich infizierten Tieren intrazerebral in die
Versuchstiere verimpft. Die Tiere zeigten nach variabler Inkubationszeit neurologische
Symptome, die denen der BD bei Pferden glichen, womit die Kochschen Postulate erfiillt
wurden. Auch histologisch zeigten sich die typische nicht-eitrige Meningoenzephalitis und die
typischen Joest-Degenschen Einschlusskdrperchen. Neben kleinen Pflanzenfressern wurden
jedoch auch die Hauptwirte der BD, Schafe sowie Ponies und Pferde experimentell infiziert
(ZWICK et al.,, 1926; KATZ et al., 1998). Als weitere empféngliche Tierart erwiesen sich
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Spitzhérnchen, bei denen ein gestértes Sozialverhalten als dominierendes Symptom auftrat
(SPRANKEL et al., 1978). Daneben konnte auch bei Rhesusaffen in einem Teil der Falle
neurologische Stérungen durch eine intrazerebrale Infektion hervorgerufen werden und auch
Versuche an Huhnern erwiesen sich als erfolgreich (HERZOG und FRESE, persoénliche
Mitteilung; ZWICK et al., 1926). Zur experimentellen Untersuchung von avidren Bornaviren
wurden Nymphensittiche erfolgreich verwendet (PIEPENBRING et al., 2012). Die heutzutage
am meisten verwendeten Versuchstiere, Ratte und Maus, wurden schon frih in
Infektionsversuchen auf ihre Empfénglichkeit untersucht (ZWICK et al., 1926; ERNST und
HAHN, 1927). Hierbei stellte sich heraus, dass nicht alle Tierstdmme, insbesondere nicht alle
Mausstamme, gleichermalen infizierbar sind (ZWICK et al., 1926; ERNST und HAHN, 1927;
NARAYAN et al., 1983a; RUBIN et al., 1993; HALLENSLEBEN et al., 1998). So galten
adulte Mause lange Zeit aufgrund fehlender klinischer Symptomatik und Enzephalitis trotz
hohen Virustitern im ZNS als Modell nur als bedingt geeignet (KAO et al., 1984; RUBIN et
al., 1993). Erst durch mehrere Passagen in der Maus (RUBIN et al., 1993) oder durch eine
Infektion von neonatalen M&usen konnte eine vom Mausstamm abhangige, starke klinische
Erkrankung hervorgerufen werden (HALLENSLEBEN et al., 1998). Bei der Verwendung von
Ratten sind ebenfalls Alter, Infektionsweg und nicht zuletzt der gewahite Rattenstamm bzw.
die genetische Suszeptibilitdt ausschlaggebend fir den Verlauf der Erkrankung. Herzog et al.
(1991) zeigten, dass schwarze Haubenratten, im Gegensatz zu Lewis- und Wistar-Ratten,
keine Enzephalitis und keine Kklinischen Symptome nach experimenteller Infektion
entwickeln. Trotzdem konnte eine persistierende Infektion mit Virusvermehrung im ZNS
nachgewiesen werden. Grundsatzlich wird berichtet, dass eine intrazerebrale (ZWICK et al.,
1926), intranasale, intraokulare, subkutane, intraperitoneale und intramuskulare Infektion der
Ratten mdglich ist (HEINIG, 1969). Die intrazerebrale und die intranasale Infektion werden
als sehr effektiv beschrieben, wohingegen die subkutane oder intraperitoneale Infektion
weniger effizient verlief und die intravenése Verabreichung des Virus nicht in einer Infektion
resultierte (NARAYAN et al., 1983b; CARBONE et al.,, 1987). Letzteres ist jedoch in
experimentellen Infektionen mit ABV mdglich (PIEPENBRING et al., 2012).

2.3.4.1 Die intrazerebrale Infektion neonataler Ratten

Die Infektion von Lewis-Ratten am ersten Lebenstag resultiert nicht in klinischen
Symptomen. Es kommt jedoch zur einer Viruspersistenz mit disseminierter Virusausbreitung
in periphere Organe und Bildung von spezifischen Serumantikérpern (NARAYAN et al.,
1983a, b), weshalb diese Ratten auch als persistent, tolerant infection-newborn (PTI-NB) rats
bezeichnet werden (CARBONE et al., 1991). Dies ist auf die Immuntoleranz zurtickzufiihren.

Bei immunkompetenten Tieren verlauft die Infektion strikt neurotrop (HERZOG et al., 1984;
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MORALES et al., 1988). Weiterhin wurde bei PTI-NB rats Uber eine Ausscheidung von
infektiosem Virus in Speichel, Urin und Tranenflissigkeit berichtet, was eine potentielle
Ansteckungsquelle fir Artgenossen darstellt (MORALES et al, 1988; SAUDER und
STAEHELI, 2003). Auch wenn die PTI-NB-Ratten nicht an einer klinisch manifesten BD
erkranken, so konnte doch in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass Unterschiede in der
Entwicklung von Gehirn und Ko&rper, Stérungen beim Lernen sowie abnorme
Verhaltensweisen auftreten. Diese Alterationen kénnen allerdings haufig nur unter
experimentellen Bedingungen und beim genauen Vergleich mit Kontrolltieren wéhrend des
Versuchs aufgezeigt werden (BAUTISTA et al., 1994; BAUTISTA et al., 1995; PLETNIKOV
et al., 1999a; PLETNIKOV et al., 1999b; RUBIN et al., 1999; DIETZ und PLETNIKOV, 2003;
DIETZ et al., 2004; LANCASTER et al, 2007). Auch Wochen und Monate nach
intrazerebraler Infektion fanden sich keine typischen entziindlichen Veranderungen (HIRANO
et al., 1983; NARAYAN et al., 1983a, b) trotz transienter Zytokinaufregulierungen (SAUDER
et al., 2000). Allerdings lie® sich histologisch in verschiedenen Studien eine Reduktion der
Koérnerzellen, der Purkinjezellen oder der Pyramidenzellen nachweisen, was auf Apoptosen
zuriickzufiihren war. Betroffen waren hierbei Kleinhirn, Gyrus dentatus und der Neocortex
(BAUTISTA et al., 1995; EISENMAN et al., 1999; HORNIG et al., 1999; WEISSENBOCK et
al., 2000). Das Kleinhirn der neonatal infizierten Tiere war messbar kleiner und wies eine
ausgedinnte und irreguldre Schichtung der internen und externen Granularzellschicht und
der Molekularzellschicht im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. AuBerdem wurde ein Verlust
der Neurone des Gyrus dentatus des Hippocampus und des Cortex cerebri gefunden werden
(CARBONE et al., 1991; BAUTISTA et al., 1995; HORNIG et al., 1999; RUBIN et al., 1999;
GONZALEZ-DUNIA et al., 2000).

2.3.4.2 Die intrazerebrale Infektion adulter Ratten

Nach intrazerebraler Infektion immunkompetenter Lewis-Ratten im Alter von 4 bis 5 Wochen
konnten in verschiedenen Studien erste klinische Symptome nach 14 bis 20 Tagen
beobachtet werden (ERNST und HAHN, 1927; NARAYAN et al., 1983a, b; HERDEN et al.,
2000; HERDEN et al., 2005; WERNER-KEISS et al., 2008). Die BD ist bei diesen Tieren
typischerweise durch einen biphasischen Krankheitsverlauf gekennzeichnet. In der ersten
Phase (berwiegen Aggressivitdt, Hypersensitivitdt, Desorientierung und Stérungen der
Koordination. Daneben waren haufig gesteigerter Appetit und bei mannlichen Tieren
Priapismus zu verzeichnen. Die zweite Phase, welche zwischen dem 60. und 75. Tag nach
der Infektion beginnt, ist durch Inaktivitdt der Ratten gekennzeichnet, die sich bis hin zur
Apathie und Somnolenz steigern kann. Nach ca. 100 Tagen post infection kommt es in vielen
Féllen zur Erblindung der Tiere (NARAYAN et al.,, 1983a, b). Daneben entwickelten einige
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Tiere in der zweiten, chronischen Phase eine Obesitas. Andere Tiere magerten im
Gegensatz dazu trotz guter Futteraufnahme ab (NARAYAN et al, 1983a). Je nach
verwendetem Virusstamm kann das Obesitas-Syndrom allerdings auch ohne vorherige
neurologische Auffélligkeiten entstehen (HERDEN et al., 2000). Daruber hinaus wurden auch
lediglich Stérungen der Motorik, die spastische Paresen sowie Paralysen umfassen und mit
einer Muskelatrophie einher gehen kénnen, beschrieben (BIESENBACH et al., 1990).

Nach intrazerebraler Infektion war infektioses BDV hauptsachlich im Gehirn und der Retina
nachweisbar. Im Rickenmark hingegen waren meist geringere Titer des infektiésen Virus zu
finden (NARAYAN et al., 1983a). Bereits 7 Tage nach der Infektion (days post infection, dpi)
gelang der Nachweis von infektidsem Virus und viralem Antigen in weiten Arealen des ZNS,
darunter Bulbus olfactorius, frontaler und parietaler Cortex, Septum, priformer Cortex bzw.
Amygdala, Hippocampus, Thalamus, Mesencephalon, Medulla oblongata und Cerebellum
(HERDEN et al., 2000). Histologisch dominierte korrespondierend eine nicht-eitrige
Meningoenzephalitis und Retinitis. Abhangig von der Viruspassage erreichen die
Veranderungen ihr Maximum meist ca. 30 bis 40 Tage nach der Infektion (NARAYAN et al.,
1983a, b; HERDEN et al., 2000; HERDEN et al., 2005; WERNER-KEISS et al., 2008). Eine
Ausnahme von diesem Verteilungsmuster konnte jedoch nach intrazerebraler Infektion mit
einem Virusstamm beobachtet werden, der nicht den klassischen biphasischen
Infektionsverlauf, sondern Obesitas verursacht, beobachtet werden. Hier waren die
entziindlichen Lasionen und der Antigennachweis auf Septum, Hippocampus, Hypothalamus
und Amygdala beschrankt und auch die Virustiter waren dabei niedriger (HERDEN et al.,
2000). Neben den Entziindungszellinfiltraten konnte auch Neuronophagie beobachtet
werden, vor allem in der inneren und aufleren Koérnerzellschicht der Retina, im Cortex
cerebri, hier besonders im Bereich des frontalen und temporalen Cortex sowie in den
Pyramidenzellen des Hippocampus bzw. des Gyrus dentatus. Makroskopisch auf3erte sich
der Untergang der Neurone mit resultierendem Substanzverlust in einem Hydrocephalus ex
vacuo (NARAYAN et al, 1983a, b; HERDEN et al., 2000). Als Reaktion auf die
entzliindlichen Veranderungen des Gehirns kommt es regelmaRig es zu einer Mikroglia- und
Astrozytenaktivierung (HERDEN et al.,, 2000; HERDEN et al., 2005). MHC-I-Antigen fand
sich auf den Entziindungszellen und auch auf Neuronen und Astrozyten. MHC |I-Expression
war immunhistologisch im Zeitraum zwischen 10 und 70 Tagen nach der Infektion in
lymphozytéren Zellen, Makrophagen, Mikroglia und Ependymzellen nachweisbar (DESCHL
et al., 1990; RICHT et al., 1990). Die Entziindungszellinfiltrate bestehen aus CD4+ und
CD8+ T-Zellen sowie Makrophagen, zu spateren Zeitpunkten nach der Infektion sind
vermehrt auch B-Lymphozyten und Plasmazellen zu finden, wobei CD4+ Zellen und

Makrophagen die dominierende Zellpopulation darstellen sollen (DESCHL et al., 1990).
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Allerdings kann auch eine nicht unerhebliche Anzahl von CD8+ Zellen nachgewiesen werden
(STITZ et al., 1991a; STITZ et al., 1992).

Werden statt Lewis-Ratten athymische Nacktratten (HERZOG et al., 1984; HERZOG et al.,
1985) oder Ratten, bei denen das Immunsystem iatrogen unterdriickt wurde (STITZ et al.,
1989; STITZ et al., 1991b; MORIMOTO et al., 1996), intrazerebral infiziert, kommt es nicht
zu einer klinisch manifesten BD. Gleichzeitig kdnnen hohe Titer von infekti6sem Virus im
ZNS gefunden werden. Dies ist mit der persistierenden Infektion von neonatal infizierten
Lewis-Ratten vergleichbar und unterstreicht, dass bei der Ausbildung der verschiedenen
neurologischen  Stérungen und den typischen entzindlichen Veranderungen
immunpathologische Mechanismen, die einer Hypersensibilitdtsreaktion vom Typ IV
entsprechen, die Hauptrolle spielen (RICHT et al., 1989; RICHT et al., 1994; RICHT und
ROTT, 2001; STITZ et al., 2002; RICHT et al., 2007; HERDEN et al., 2013). Hierbei sind die
T-Zellen von besonderer Bedeutung, was durch die Verwendung von athymischen
Nackratten, die keine reifen T-Zellen besitzen und keine BD entwickelten (HERZOG et al.,
1985) sowie durch den adoptiven Transfer von Milzzellen aus akut infizierten,
immunkompetenten Ratten auf nichtinfizierte immuninkompetente Ratten, die daraufhin an
der BD erkrankten (STITZ et al., 1989), bewiesen werden konnte. Auch die Ubertragung
einer BDV-spezifischen CD4+ T-Zelllinie fihrt in immuninkompetenten aber BDV-infizierten
Ratten zu den typischen klinischen Symptomen und den entziindlichen Veranderungen des
ZNS. Werden diese Zellen vor der Infektion gegeben, kommt es zur Viruselimination (RICHT
et al.,, 1994). Daraus wurde geschlussfolgert, dass die CD4+ Zellen zu einem friihen
Zeitpunkt protektiv wirken, zu spateren Zeitpunkten, wenn bereits viele Zellen infiziert sind,
am immunpathologischen Mechanismus beteiligt sind (RICHT et al., 1994; NOSKE et al.,
1998). Welcher Mechanismus dabei zugrunde liegt, ist noch nicht abschlieRend geklart
(NOSKE et al., 1998). Nicht nur die CD4+ Zellen, sondern auch die CD8+ Zellen, haben eine
entscheidende Rolle bei der Immunpathogenese der BD inne (STITZ et al., 1992; RICHT et
al., 1994; PLANZ et al., 1995; STITZ et al., 2002). Dies wurde durch die friihzeitige Gabe von
monoklonalen Antikérpern gegen CD4+ und CD8+ Zellen bewiesen, was die Reduktion oder
das Ausbleiben von entziindlichen Lasionen im ZNS zur Folge hatte und im Falle der
Antikoérper gegen CD8+ Zellen besonders effektiv war (STITZ et al., 1992). In vitro wirken
CD8+ Zellen, die aus Gehirnen infizierter Ratten und Mause gewonnen werden, zytolytisch
auf infizierte Zellen, sodass postuliert wird, dass sie die Haupteffektorzellen darstellen. In
vivo kommt es jedoch nicht zur Lyse infizierter Neurone (PLANZ et al., 1993; HAUSMANN et
al., 1999; SCHAMEL et al., 2001). Allerdings wird die Rolle der CD8+ Zellen in vivo dadurch
unterstrichen, dass bei einer Depletion dieser Zellen die Ausprdgung der BD und der
histologischen Veranderungen verzdgert wird (STITZ et al., 1992; STITZ et al., 2002).
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Bereits in der akuten Phase der experimentellen BDV-Infektion von Ratten wurde von
Antikérpern gegen das Nukleoprotein und das Phosphoprotein berichtet, allerdings sind
diese Antikérper nicht neutralisierend (BRIESE et al, 1995; FURRER et al., 2001).
Neutralisierende Antikdrper sollen, wenn Uberhaupt, erst in der spéaten, chronischen Phase
der Infektion auftreten (HATALSKI et al., 1995; HATALSKI et al., 1998b; RICHT und ROTT,
2001). Trotz neutalisierender Eigenschaften sind diese Antikérper nicht in der Lage die
persistierende Infektion zu beenden. Durch die passive Immunisierung von
immuninkompetenten Ratten mit diesen Antikérpern konnte jedoch die Virusausbreitung auf
neuronales Gewebe beschrankt werden (STITZ et al., 1998).

In den spaten Phasen der BDV-Infektion wurde eine Abnahme der entziindlichen Lasionen
im ZNS bei bestehender Viruspersistenz beobachtet (NARAYAN et al., 1983a, b; DESCHL et
al., 1990; HERDEN et al., 2000). Dies wird auf einen Wechsel von der Th1- zu einer Th2-
Immunantwort zurtickgefuhrt, was gleichzeitig den Wechsel von der akuten zur chronischen
Phase darstellt (HATALSKI et al., 1998a). Wahrend in der akuten Phase eine Aufregulierung
der mRNA der proinflammatorischen Zytokine TNF, IL-1qa, IL-6 und IFNy zu detektieren ist
(SHANKAR et al., 1992; STITZ et al., 1995; HATALSKI et al., 1998a), soll in der chronischen
Phase, die durch NK-Zellen, B-Zellen und aktivierte Mikroglia charakterisiert ist, IL-4
Uberwiegen (STITZ et al., 1995; HATALSKI et al., 1998a).

2.3.4.3 Die intranasale Infektion adulter Ratten

Nach einer intranasalen Infektion von 4 - 5 Wochen alten Ratten kommt es, je nach Studie,
zwischen 18 und 21 Tagen bzw. 24 Tagen zu den ersten klinischen Symptomen (CARBONE
et al., 1987; MORALES et al., 1988). Diese auflern sich durch Inkoordination, Apathie,
reduzierter Futteraufnahme und Abmagerung. In einer Studie starben 90 % der infizierten
Tiere innerhalb einer Woche nach dem Auftreten der Symptome (MORALES et al., 1988).
Shankar et al. (1992) berichten, dass ein Teil der intranasal infizierten Ratte 26 Tage nach
der Infektion deutlich schwerwiegendere Symptome in Form von Krédmpfen und Tremor
zeigte als andere Tiere zu spateren Untersuchungszeitpunkten (SHANKAR et al., 1992).
Infektiéses Virus konnte nach intranasaler Infektion bereits 6 dpi aus der Nasenschleimhaut
und dem Bulbus olfactorius isoliert werden. Im Verlauf der Infektion konnte BDV aus einer
steigenden Zahl von Regionen des ZNS isoliert werden, sodass 26 dpi alle von Morales et al.
untersuchten  Regionen, darunter Lobus frontalis, Hippocampus, Rickenmark,
Trigeminalganglien und Retina, infektibses Virus beinhalteten (MORALES et al., 1988). Der
Antigennachweis gelang in dieser Studie ebenfalls 6 dpi und es wurde eine Ausbreitung Uber
die olfaktorischen Leitungsbahnen in das gesamte Gehirn, das Rickenmark und die Retina
beobachtet (MORALES et al., 1988).
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Histopathologisch fand sich erstmals 18 Tage nach der intranasalen Infektion eine
geringgradige nicht-eitrige Meningoenzephalitis, die nach 27 Tagen p.i. ihr Maximum
erreichte. Sie war vergleichbar mit der entziindlichen Reaktion in adult intrazerebral
infizierten Ratten, wenn auch schwacher ausgepragt (NARAYAN et al., 1983b; MORALES et
al., 1988). Im Gegensatz zu den intrazerebral infizierten Tieren konnten hier Odeme und
Malazien gefunden werden. Lokalisiert waren diese L&sionen in der inneren Kdérnerschicht
des Bulbus olfactorius, im vorderen olfaktorischen Kern, im prapiriformen und entorhinalen
Cortex, in der Amygdala und im Tuberculum olfactorium sowie in den inneren Schichten des
frontalen Cortex, im Diencephalon und, weniger ausgepragt, im Mittelhirn, in der Medulla
oblongata und im Kleinhirn (MORALES et al., 1988).

2.3.4.4 Die intrazerebrale Infektion von Mausen

Adult infizierte Mause weisen hohe BDV-Titer im Gehirn auf, entwickeln aber weder eine
ausgepragte Enzephalitis noch eine klinisch apparente BD (KAO et al., 1984; RUBIN et al.,
1993). Erst durch die Infektion neonataler Mause oder durch zahlreiche Passagen in
Mausen, die adaptive Mutationen in der viralen Polymerase zur Folge haben, konnten
neurologische Symptome erzielt werden (RUBIN et al., 1993; HALLENSLEBEN et al., 1998;
ACKERMANN et al., 2007). Virale RNA war regelmallig erst 20 dpi nachzuweisen und
erreichte ca. 4 Wochen nach der Infektion das Maximum (HALLENSLEBEN et al., 1998).
Vier bis sechs Wochen nach der intrazerebralen Infektion der Neonaten traten die ersten
neurologischen Stérungen wie Kopfschiefhaltung sowie abnorme Haltung der
Hintergliedmalen und zu spateren Zeitpunkten auch eine Paraparese auf. Es waren jedoch
auch Symptome wie gestrdubtes Fell, Kimmern und Gewichtsabnahme zu beobachten
(HALLENSLEBEN et al, 1998). Obwohl bei verschiedenen Mausstdmmen eine
vergleichbare Virusausbreitung im Gehirn nachvollzogen werden konnte, waren
Unterschiede in Inzidenz und Schwere der Erkrankung aufféllig (RUBIN et al, 1993;
HALLENSLEBEN et al., 1998). Histologisch war eine nicht-eitrige Meningoenzephalitis, vor
allem im Cortex cerebri und im Ammonshorn, weniger im Kleinhirn und im Thalamus, zu
finden (HALLENSLEBEN et al., 1998; FREUDE et al., 2002). Wie auch bei der Ratte
verursacht nicht das Virus selbst, sondern ein immunpathologischer Mechanismus die
Erkrankung. Dieser Mechanismus beruht auf der Erkennung eines spezifischen T-Zellepitops
(TELEISSI) des BDV-N durch infiltrierende zytotoxische CD8+ Zellen in Mausen, wie
beispielsweise MRL-Mause, die das MHC H-2 Allel tragen (HALLENSLEBEN et al., 1998;
HAUSMANN et al., 1999; SCHAMEL et al., 2001). Werden MRL-M&use mit dem BDV
infiziert, sind im ZNS sowohl CD4+ Zellen als auch CD8+ Zellen zu finden. Letztere zeigen
eine AntigenSpezifitat fir BDV-N (HAUSMANN et al., 1999; SCHAMEL et al., 2001). Durch
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die Verwendung von CD8+ T-Zell-defizienten Mdusen konnte die wichtige Rolle dieses
Zelltyps fur die Ausbildung von klinischen Symptomen herausgestellt werden
(HALLENSLEBEN et al., 1998; HAUSMANN et al., 2005). Durch eine herunterregulierte
funktionale Aktivitdt der BDV-N-spezifischen CD8+ Zellen soll in persistent infizierten Tieren
die Entziindungsreaktion beeinflusst und die Viruspersistenz beglinstigt werden
(ENGELHARDT et al., 2005). Die Uberexpression von Zytokinen wie IL-12 und TNF kann in
weniger empféanglichen M&usen zur Auspragung klinischer Symptome flhren, darunter
epileptiforme Krampfe im Falle einer Uberexpression von TNF (FREUDE et al., 2002;
KRAMER et al, 2012). Der Effekt von IL-12 soll dabei Uber IFNy-sezernierende
Lymphozyten vermittelt sein (HOFER et al., 2004). IFNy wird dabei auch ein neuroprotektiver
Effekt zugesprochen (HAUSMANN et al., 2005).

2.3.5 Bornaviren

Bereits zu Beginn des letzten Jahrhunderts vermuteten Joest und Degen erstmals ein Virus
als atiologisches Agens der Bornaschen Krankheit (JOEST und DEGEN, 1909, 1911). Die
nach ihnen benannten Joest-Degenschen Einschlusskdrperchen vom Typ Cowdry B sind bei
vielen der an der BD erkrankten Tiere intranukledr in Neuronen und Astrozyten zu finden.
Durch die intrazerebrale Infektion von Kaninchen mit steril filtrierter Gehirnemulsion eines
Pferdes mit natlrlicher BDV-Infektion konnte die Virusatiologie von Zwick et al. (1925)
erstmalig bestétigt werden. Bis zur Entdeckung eines verwandten Virus in Papageienvégeln
2008 (HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al., 2008), galt das BDV als einziger Vertreter
der Familie der Bornaviridae in der Ordnung Mononegavirales. Es folgten die Differenzierung
der aviaren Bornaviren in bislang 14 Genotypen (KISTLER et al., 2008), Nachweise in
anderen Vogelarten (WEISSENBOCK et al., 2009b; DELNATTE et al, 2011;
RUBBENSTROTH et al., 2013; RUBBENSTROTH et al., 2014) sowie in Reptilien (FUJINO
et al., 2012; STENGLEIN et al., 2014). Ende 2014 wurde ein Vorschlag zur taxonomischen
Reorganisation der Familie Bornaviridae publiziert (KUHN et al., 2015). Die Familie der
Bornaviridae soll in drei Genera (Bornavirus, nicht zugeordnete Bornaviren und vorlaufige,
unklassifizierte Bornaviren) unterteilt werden. Zum Genus Bornavirus sollen dabei finf
Spezies gezahlt werden: das Mammalian 1 bornavirus, das Psittaciform 1 bornavirus, das
Passeriform 1 bornavirus, das Waterbird 1 bornavirus sowie das Passeriform 2 bornavirus.
Es wurde weiterhin vorgeschlagen das Mammalian 1 bornavirus in das Borna disease virus 1
(BoDV-1), was dem friheren, ,,klassischen" BDV entspricht und dem Borna disease virus 2
(BoDV-2), das dem Isolat No/98 entspricht, unterteilt werden. Das Psittaciform 1 bornavirus
wird unterteilt in 5 Viren: parrot bornavirus 1 bis 4 und 7 (PaBV-1 bis -4, -7). Das Passeriform

1 bornavirus umfasst das canary bornavirus 1 bis 3 (CnBV-1 bis -3) sowie das munia
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bornavirus 1 (MuBV-1). Mit dem aquatic bird bornavirus 1 (ABBV-1) ist nur ein Virus
innerhalb der Spezies Waterbird 1 bornavirus aufgelistet und auch der Spezies Passeriform
2 bornavirus gehdrt bislang nur ein Virus, das estrildid finch bornavirus 1 (EsBV-1) an.
Innerhalb des Genus der nicht zugeordneten Bornaviren existiert bisher nur eine Spezies,
das Elapid 1 bornavirus, mit nur einem Virus, dem Loveridge's garter snake virus 1 (LGSV-
1). Im Genus der vorlaufig unklassifizierten Bornaviren sind bis dato keine Spezies festgelegt
worden. Das Genus umfasst funf Viren, darunter das avian bornavirus MALL (ABV-MALL),
das Gaboon viper virus 1 (GaVV-1), sowie das parrot bornavirus 5 und 6 (PaBV-5, -6).
Kirzlich wurde auch ein weiteres Virus aus Bunthdrnchen isoliert, das eine Homologie von
teils weniger als 70 % zu dem klassischen Saugetier-BoDV-1 aufweist und als Variegated
squirrel 1 bornavirus (SVBV-1) bezeichnet wurde (HOFFMANN et al., 2015).

2.3.5.1 Virusaufbau und Genomorganisation

Fir alle bisher entdeckten Bornaviren wird ein vergleichbarer Genomaufbau angenommen.
Detaillierte Studien existieren nur fiir das klassische Saugetier BDV-1.

Das BDV besitzt ein einzelstréngiges, lineares und negativ orientiertes Genom (BRIESE et
al., 1994; CUBITT und DE LA TORRE, 1994; CUBITT et al., 1994b). Eine Besonderheit des
BDV ist, dass Replikation und Transkription im Zellkern stattfinden (BRIESE et al.,, 1992;
CUBITT und DE LA TORRE, 1994; CUBITT et al., 1994a; CUBITT et al., 1994b).
Elektronenmikroskopisch stellen sich in vitro die Viruspartikel als kugelartige Gebilde mit
einen Durchmesser von 80 bis 100 nm dar. Innerhalb dieser Partikel ist ein elektronendichter
Kern mit einem Durchmesser von 50 bis 60 nm und ein helikal gewundenes Nukleokapsid
von ca. 4 nm erkennbar. Auf der Oberflache lasst sich eine Hillmembran darstellen, die mit
ca. 7 nm langen Fortsatzen besetzt ist, welche den spikes anderer Viren &hneln (RICHT et
al., 1993a; ZIMMERMANN et al., 1994; GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; KOHNO et al.,
1999; KIERMAYER, 2002). Fir Viren, die dem ABV zugerechnet werden, konnten Partikel
vergleichbarer Grofie auch in infizierten Tieren detektiert werden (HOPPES et al., 2010;
WUNSCHMANN et al., 2011).

Die Lange des Genoms mit 8,9 kb ist im Vergleich zu anderen Vertretern der Ordnung
Mononegavirales sehr kurz, jedoch ahnelt der Aufbau des Genoms mit den Nukleoprotein
am 3‘-Ende und der RNA-Polymerase am 5‘-Ende stark anderen Vertretern dieser Ordnung
(BRIESE et al., 1994; CUBITT und DE LA TORRE, 1994; Ubersicht bei DE LA TORRE,
1994). Der Aufbau des BDV-Genoms ist schematisch in Abb. 3 dargestellt. Im Gegensatz zu
anderen negativstrangigen RNA-Viren fehlen intergenische Regionen, stattdessen
Uberlappen die 6 offene Leseraster bzw. open reading frames (ORFs) zum Teil (Ubersicht
bei HERDEN et al.,, 2013) und codieren fir drei Transkriptionseinheiten (I-lll). In der
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Orientierung 3' bis 5' ist zuerst das Nukleoprotein (BDV-N) in der einzigen
monocistronischen Transkriptionseinheit | zu finden, das den ersten offenen Leserahmen
inne hat (ORF I) und vom Startsignal S1 und dem Stoppsignal T1 flankiert ist. Es folgt die
bicistronische Transkriptionseinheit Il, die von den Signalen S2 und T2 flankiert wird, mit dem
BDV-X-Protein (BDV-X), das sich im ORF x1 und dem Phosphoprotein (BDV-P), das sich im
OREF Il befindet. Weiter in 5'-Richtung schlief3en sich in der Transkriptionseinheit Ill, die von
S3 und T3 begrenzt wird, das Matrixprotein BDV-M im ORF IIl und das Glykoprotein BDV-
GP im ORF IV an, wobei ORFs Ill und IV Uberlappen. Am 5‘-Ende ist die RNA-abh&ngige
RNA-Polymerase BDV-L des ORF V zu finden, deren genetische Information bei dem
Terminationssignal T4 endet (BRIESE et al., 1994; DE LA TORRE, 1994; SCHNEEMANN et
al., 1995). Als weitere Besonderheit sind das Uberlesen von Transkriptionsterminations-
Signalen sowie das alternative Spleilen beschrieben (SCHNEEMANN et al., 1994;
SCHNEIDER et al., 1994; SCHNEEMANN et al., 1995; TOMONAGA et al., 2000; DE LA
TORRE, 2002; TOMONAGA et al., 2002). Zur Synthese viraler bzw. genomischer RNA
(VRNA bzw. gRNA) wird eine vollstdndige antigenomische, positiv orientierte (+ss) RNA als
Matrize verwendet. Beide RNAs sind nicht polyadenyliert, besitzen keine Kappe am 5'-Ende
zum Schutz vor Exonukleasen und kommen gleichzeitig in infizierten Zellen und als
infektidse Ribonukleoproteine (RNPs) vor (BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994a;
Ubersicht bei DE LA TORRE, 1994).

Auffallend ist, dass das Genom des BDV, das bei Sdugetieren zu finden ist, stark konserviert
ist (BINZ et al., 1994; HERZOG et al., 1997; KOLODZIEJEK et al., 2005; DURRWALD et al.,
2006). So lagen in 40 untersuchten Labor-, Feld- und Impfstdmmen lediglich
Sequenzunterschiede bis zu 4 % vor, was eine Einteilung in 5 genetische Cluster zuliel3, die
verschiedenen Endemiegebieten zuzuordnen waren. Eine Ausnahme konnte nur bei dem
Virus No/98, das bis zu 16 % Sequenzunterschied aufwies, ausgemacht werden
(KOLODZIEJEK et al., 2005; zusammengefasst bei DURRWALD et al., 2006). Im Gegensatz
dazu hat sich gezeigt, dass die neu entdeckten Bornaviren deutlich mehr Divergenz
aufweisen und heterogener sind, wobei die Homologie teils nur etwa 60 % betragt
(HOFFMANN et al., 2015; KUHN et al., 2015).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des BDV-Genoms und der Transkripte (nach
POROMBKA, 2006; HERDEN, 2009; ICTV, 2012; HERDEN et al., 2013)
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Die viralen Proteine sind als farbige Rechtecke dargestellt. Die Positionen der Startsignale sind als S
(S1-S3) und die der Stopsignale als T (T1-T4, t6) markiert. Die Lokalisationen der Introns (Int. I-11I)
sind durch dicke Linien mit Punkten an den Enden dargestellt. Gestrichelte Linien indizieren ein
mogliches Uberlesen an T2 und T3. N: Nukleoprotein; P: Phosphoprotein; X: X-Protein; M:
Matrixprotein; G: Glykoprotein; L: Polymerase; kb: Kilobasen.
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2.3.5.2 Die Proteine des BDV

Wie bei anderen Vertretern der negativstrangigen RNA-Viren (NSS-RNA-Viren), wenn auch
weniger stark ausgeprégt, lasst sich ein Transkriptionsgradient in der 3' zu &' Richtung
erkennen. Folglich lassen sich auch die viralen Proteine in unterschiedlichen Mengen
nachweisen. Das BDV-Nukleoprotein und das Phosphoprotein nehmen dabei mengenmaRig
den grofiten Anteil ein, wobei BDV-N in der akuten Phase deutlich Uberwiegt, was fiir eine
starke Replikation sorgt, und BDV-P in der Phase der Viruspersistenz aufgrund gesteigerter
Expression dominiert (PYPER und GARTNER, 1997; WATANABE et al., 2000; SCHNEIDER
et al., 2003; SCHNEIDER, 2005). Zusammen mit der viralen RNA, bilden BDV-L, -N und -P
den viralen Polymerasekomplex, der auch als Ribonukleoproteinkomplex (RNP) bezeichnet
wird und die kleinste infektidse Einheit darstellt (CUBITT et al., 1994a; CONZELMANN,
1998, 2004). Dies konnte auch in einem minireplicon assay nachgewiesen werden (PEREZ
et al., 2003; SCHNEIDER et al., 2003; DE LA TORRE, 2006). Die Interaktion von BDV-P mit
BDV-X hat zum einen einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt des RNPs (WOLFF et al.,
2000; YANAI et al, 2006), zum anderen kann BDV-X auch das assembly des RNP
unterstitzen (POENISCH et al., 2008a). Das BDV-GP hingegen konnte in vivo und in vitro
nur bei ca. 1-10 % der infizierten Zellen gefunden werden (RICHT et al., 1998; DE LA
TORRE, 2002; WERNER-KEISS et al., 2008).

Proteine des viralen Polymerasekomplexes

Das Nukleoprotein

Das Nukleoprotein (BDV-N) stellt einen essentiellen Bestandteil des Nukleokapsids dar und
kommt beim BDV der Saugetiere in zwei Isoformen vor. Diese besitzen ein Molekulargewicht
von 38 (p38) bzw. 39/40 (p40) kDa. Auch wenn beide Formen im Zellkern vorkommen
kénnen, ist p40 hauptsachlich im Kern und p38 im Zytoplasma von infizierten Zellen zu
finden (PYPER und GARTNER, 1997; HERDEN et al., 2013). Ein weiterer Unterschied
dieser beiden Formen ist, dass das nuclear localisation signal (NLS) nur am N-terminus der
39/40 kDa-Form zu finden ist, das NES (nuclear export signal) kommt dagegen bei beiden
Formen vor (PYPER et al., 1997; KOBAYASHI et al., 1998). Das NES Uberlappt dabei mit
der BDV-P-bindenden Region und umfasst gleichzeitig die TELEISSI-Region, die dem T-
Zellepitop fiir zytotoxische CD8+ T-Zellen von Mausen entspricht (KOBAYASHI et al., 2001;
TOMONAGA et al., 2002). Am Beispiel infizierter Ratten konnte gezeigt werden, dass das
Nukleoprotein in vivo sowohl in Neuronen als auch in Astrozyten, Oligodendrozyten und
Ependymzellen vorkommt. Dort ist es im Nukleus, im Perikaryon und auch im Neuropil zu
finden (MORALES et al.,, 1988; HERDEN et al., 2000; HERDEN et al., 2005; WERNER-
KEISS et al., 2008). Genomische RNA, die fir das BDV-N codiert, lie sich zu friihen
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Zeitpunkten p.i. (post infection) zunachst als punktférmiges, nukledres Signal ansprechen,
das dem Nukleolus entsprechen soll. Im weiteren Verlauf weitete sich das Signal zu einer
diffusen Anfarbung des Kerns aus und ab etwa 24 dpi (days post infection) konnte die
genomische RNA auch im Zytoplasma gefunden werden (WERNER-KEISS et al., 2008).
Positiv orientierte BDV-N-RNA (+ss RNA), die auch die mRNA umfasst, war generell meist
im Zytoplasma und in neuronalen Fortsétzen zu finden, jedoch waren in 50 - 80 % der Zellen
auch positive Zellkerne zu verzeichnen. Wie auch bei der genomischen RNA war zu Beginn
der Infektion meist zunachst ein punktférmiges Signal und spater ein diffuses Signal im Kern
zu detektieren (WERNER-KEISS, 2006; HERDEN, 2009). /n vitro wurden p38 und p40 nur
im Zellkern nachgewiesen (PYPER und GARTNER, 1997; KOBAYASHI et al., 1998).

Das Phosphoprotein

Das BDV-P (Phosphoprotein) ist ein 24 kDa schweres Protein (THIERER et al., 1992). In
anderen NNS-RNA-Viren fungiert es als ein Co-Faktor und Regulator der viralen Polymerase
(BANERJEE et al., 1991; HORIKAMI et al., 1992; TOMONAGA et al., 2002). Dies wird auch
fir das BDV-P angenommen. Es soll am Zusammenbau des RNPs, speziell der
Enkapsidierung, beteiligt sein und interagiert mit BDV-N und BDV-X (SCHWEMMLE et al.,
1998; WOLFF et al.,, 2000; SCHNEIDER et al., 2004; SCHNEIDER, 2005). Wie auch das
BDV-N kommt es in zwei Isoformen vor, wobei die zweite Variante, p16, 16 kDa schwer ist
und ihre Funktion noch nicht genau bekannt ist. Der Nachweis war sowohl in vivo als auch in
vitro vor allem im Nukleus aber auch im Zytoplasma mdglich (SCHNEEMANN et al., 1995;
SCHWEMMLE et al., 1998; SHOYA et al., 1998; KOBAYASHI et al., 2000; TOMONAGA et
al., 2002; KOBAYASHI et al., 2003). Im Rattenmodell ist BDV-P in allen Zelltypen des
Gehirns im Nukleus, im Zytoplasma, in Zellfortsdtzen und im Neuropil nachweisbar
(HERDEN, 1997). Wie auch das BDV-N besitzt das Protein p24 zwei NLS (SHOYA et al.,
1998), dem p16 Protein fehlt dieses Signal am N-Terminus.

Das BDV-X-Protein

Das BDV-X ist mit 10 kDa das kleinste Protein des BDV (WEHNER et al., 1997; DE LA
TORRE, 2002; TOMONAGA et al., 2002) und interagiert indirekt mit dem BDV-N (WOLFF et
al., 2000). Da es sich beim BDV-X um ein Nichtstrukturprotein handelt, wird es nicht in die
Viruspartikel eingebaut, sondern fungiert als negativ-regulierenden Faktor des RNPs
(PEREZ et al., 2003; SCHNEIDER et al.,, 2003). Jedoch konnte in einer anderen Studie
gezeigt werden, dass es den Zusammenbau des RNRs auch férdern kann und daher eher
als Regulator statt als Inhibitor zu verstehen ist (POENISCH et al., 2008a). In infizierten
Zellen konnte das BDV-X zusammen mit BDV-P und BDV-N im Kern und im Zytoplasma
nachgewiesen werden (WEHNER et al., 1997; KOBAYASHI et al., 2003; SCHWARDT et al.,
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2005). In vivo ist es hauptsdchlich im Zytoplasma von Gehirnzellen zu finden (WEHNER et
al., 1997; HERDEN, 1999).

Die virale RNA-abhédngige RNA-Polymerase

Das 180 kDa grofRe BDV-L hat die Funktion einer RNA-abhangigen RNA-Polymerase und
interagiert mit dem Phosphoprotein, mit dem es oft in Kernen infizierter und transfizierter
Zellen zu finden ist (WALKER et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2004). Der Transport in den
Nukleus, dem Ort der Replikation, soll iiber ein NLS im BDV-L vermittelt sein (WALKER und
LIPKIN, 2002) oder Uber die Interaktion mit dem Phosphoprotein ablaufen (SCHNEIDER et
al., 2003). Dass BDV-L auch in den transfizierten Zellen im Nukleus zu finden ist, spricht fur
die erstere Hypothese (WALKER et al., 2000). Auch fiur dieses Protein wurde die Existenz
von zwei weiteren Isoformen diskutiert, deren Funktion allerdings unklar ist (DE LA TORRE,
2002). Eine Regulation der Polymerase lauft vermutlich Gber Phosphorylierung ab, da es in
etwa 40 phosphorylierbare Stellen aufweist (WALKER et al., 2000). In Gehirnen natlrlich
infizierter Pferde konnte positivstrangige RNA vor allem im Kern aber auch im Zytoplasma
nachgewiesen werden (ALGERMISSEN et al., 2007a, b). In experimentell infizierten Ratten
war BDV-L mRNA ebenfalls im Zellkern und im Zytoplasma, seltener auch in Zellfortsatzen
nachweisbar. Sowohl wéhrend der akuten als auch der chronischen Phase konnte sie am
starksten im Ammonshorn und schwacher im Nucleus caudatus, Thalamus und Cortex
cerebri nachgewiesen werden (WENTZ, 2009), was auf eine produktive Virusreplikation vor

allem im Ammonshorn hinweist.

Strukturproteine des BDV

Das Matrixprotein

Das Matrixprotein des BDV, BDV-M, das zur Virushiille gehért, besitzt ein Gewicht von 16
kDa und soll eine Funktion beim assembly und beim budding des Virus haben (KRAUS et
al., 2001; KRAUS et al., 2005), wie es auch fir andere behillten Viren beschrieben ist
(MARTIN und HELENIUS, 1991; GAROFF et al., 1998). Daneben soll es die Replikation
regulieren, indem es mit dem RNP interagiert. Im Gegensatz zum Tollwut-Virus, bei dem das
Matrixprotein die Funktion der Polymerase negativ reguliert, wird dem BDV-M eine leicht
verstdrkende Funktion der Polymerase zugesprochen (CHASE et al, 2007). Das
Matrixprotein wurde zuerst fir ein untypisch glykosyliertes Protein der Virusmembran
gehalten (KLICHE et al., 1994), zwischenzeitlich wurde gezeigt, dass das BDV-M ein
unglykosyliertes Protein an der inneren Schicht der Virushiille ist (KRAUS et al., 2001). In
vitro kann BDV-M im Zytoplasma detektiert werden, es kommt aber auch im Zellkern vor, wo
es mit BDV-P und BDV-X co-lokalisiert ist (CHASE et al., 2007). In experimentell infizierten

Ratten konnte BDV-M immunhistologisch im Zytoplasma von Neuronen und Astrozyten und
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nur selten im Zellkern detektiert werden. Im zeitlichen Verlauf war BDV-M-Antigen im
Ammonshorn, Cortex cerebri, Thalamus, Amygdala, Corpus callosum, Nucleus
caudatus/Putamen, Mesencephalon, Medulla oblongata und Cerebellum zu finden. BDV-M
+ssRNA war zumeist in Ammonshorn, Thalamus und Cortex cerebri zu finden. Zu spéten
Untersuchungszeitpunkten dominierte das Signal in Astrozyten (WERNER-KEISS, 2006;
HERDEN, 2009).

Das Glykoprotein

Das einzige Glykoprotein des BDV (BDV-GP) bildet zusammen mit dem Matrixprotein einen
Teil der Virushille und hat eine Masse von 84 bis 94 kDa, weshalb verschiedene
Kurzbezeichnungen (p84, p94) existieren (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; SCHNEIDER et
al., 1997a; RICHT et al., 1998). Die verschiedenen Molekulargewichte ergeben sich durch
unterschiedlich starke Glykosylierung des 57 kDa schweren Vorlauferproteins, die im
endoplasmatischen Retikulum (ER) stattfindet (SCHNEIDER et al., 1997a). Das BDV-GP
wird posttranslational von der zelleigenen Subtilisin-dhnlichen Protease Furin in zwei
Untereinheiten gespalten. Die 51 kDa groe N-terminale Untereinheit wird auch als gp51
bzw. BDV-GP-N bezeichnet und ist fUr die initiale Rezeptorbindung wichtig, wéhrend die 43
kDa groRe C-terminale Untereinheit als gp43 bzw. BDV-GP-C bezeichnet wird und die pH-
abhéangige Fusion der Virushiille mit der Wirtsmembran vermittelt (GONZALEZ-DUNIA et al.,
1998; RICHT et al.,, 1998; PEREZ et al.,, 2001; KIERMAYER et al., 2002). Die Spaltung
erfolgt bereits im ER und in der dem ER zugewandten cis-Region des Golgi-Apparates, was
fir die biologische Aktivitat notwendig ist (EICKMANN et al., 2005). BDV-GP spielt somit
eine wichtige Rolle wahrend der ersten Phase der Infektion und kann so den Gewebe- und
Zelltropismus bestimmen (GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; RICHT et al., 1998; WERNER-
KEISS et al., 2008). Die frilhere Annahme, dass ungespaltenes GP in aufgereinigten
Viruspartikeln vorkommt (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a), konnte widerlegt werden
(EICKMANN et al., 2005). Von den Spaltprodukten wird nur ein kleiner Anteil zur
Zellmembran transportiert. Der Grofteil akkumuliert im ER und im Golgi-Apparat
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; KIERMAYER et al.,
2002; EICKMANN et al., 2005).

2.3.5.3 Der Infektionszyklus des BDV

Adsorption und Penetration
Bislang ist noch unbekannt welchen oder welche Wirtszellrezeptoren das BDV benutzt um in
die Zelle einzudringen (DUCHALA et al., 1989; CLEMENTE und DE LA TORRE, 2007).

Bekannt ist jedoch, dass das Virus Uber eine Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zelle
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gelangt, wobei das virale Glykoprotein (GP) eine entscheidende Rolle im Hinblick auf den
Gewebe- und Zelltropismus spielt (GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; RICHT et al., 1998). Das
43 kDa grof3e Fragment (gp43 bzw. GP-C) und das 56 kDa groRes Fragment (gp56 bzw.
GP-N) sind fir die Anheftung und die Rezeptor-vermittelte Endozytose verantwortlich und
vermitteln die Fusionsprozesse zwischen Virus und der Zellmembran (GONZALEZ-DUNIA et
al., 1998; RICHT et al, 1998, PEREZ et al., 2001). Dies konnte mittels In-vitro-
Untersuchungen bestétigt werden, in denen die Virusausbreitung durch die Inhibition von
Furin gehemmt wurde (BAJRAMOVIC et al., 2003; LENNARTZ et al., 2015). AuRerdem lauft
der Eintritt in die Zelle Uber eine Clathrin-vermittelte Endozytose und Caveola-unabhéngig
ab. Der optimale pH-Wert fur diesen Prozess liegt zwischen 6,0 und 6,2, wie er im frilhen
Endosom vorkommt. Weiterhin ist dieser Prozess Rab5-abhadngig und Rab7-unabhangig
(CLEMENTE und DE LA TORRE, 2009). Eine weitere wichtige Rolle wird in diesem
Zusammenhang dem Cholesterol der Zellmembran zugesprochen (CLEMENTE et al., 2009).

Transkription und Replikation

Eine Besonderheit des BDV ist, dass die Replikation und die Transkription im Zellkern
stattfinden. Damit ist es das einzige Virus in der Ordnung der Mononegavirales mit dieser
Fahigkeit (BRIESE et al., 1992; CUBITT und DE LA TORRE, 1994; DE LA TORRE, 1994).
Lange wurde angenommen, dass beide Prozesse im Nukleolus ablaufen (PYPER et al.,
1998). Inzwischen ist jedoch gezeigt worden, dass das BDV eng mit den Chromosomen der
Wirtszelle assoziiert ist und das Chromatin als eine Art Geriist benutzt um Zentren fur die
Virusproduktion aufzubauen. Die RNPs interagieren dabei direkt mit den Histonen und
werden sogar bei der Mitose auf Tochterzellen aufgeteilt, was zur viralen Persistenz
beitragen soll (MATSUMOTO et al.,, 2012). Diese Zentren der Virusproduktion wurden
dariber hinaus mit den Joest-Degenschen Einschlusskérperchen, wie sie in vivo
vorkommen, verglichen (FUJINO et al., 2014). Die Transportprozesse der RNPs zwischen
Kern und Zytoplasma werden sowohl vom Nukleoprotein, wobei nur die p40 Isoform ein NLS
tragt, als auch vom Phosphoprotein, das ein potentes NLS trdgt und mit beiden BDV-N
Isoformen interagiert, vermittelt. Sowohl p38 als auch p40 tragen darlber hinaus ein NES,
das mit einer Bindungsstelle fir BDV-P (berlappt, und bewirken so zusammen mit dem
BDV-P einen wichtigen Shuttle-Mechanismus fiir die RNPs innerhalb der Zelle (KOBAYASHI
et al., 1998; SHOYA et al., 1998; KOBAYASHI et al., 2001; DE LA TORRE, 2002;
TOMONAGA et al., 2002; HERDEN et al., 2013).

Die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase wird in diesen Prozessen genutzt, um die
vollstdndige komplementare RNA (cRNA) oder subgenomische RNAs zu synthetisieren
(BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994a). Wie bei anderen NSS-RNA-Viren auch, wenn

auch weniger ausgepragt, entsteht bei der Transkription ein Gradient in der Richtung 3‘ zu 5.
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Das bedeutet, dass die Menge der Transkripte zum 5‘-Ende hin abnimmt (DE LA TORRE,
2002; TOMONAGA et al., 2002). Fur andere Vertreter der Mononegavirales ist bekannt, dass
eine bestimmte Menge an viralem Protein in der Zelle dazu fiihrt, dass die Transkription
zugunsten der Replikation herunter reguliert wird. Es wird spekuliert, dass dies auch fir
BDV-N und BDV-P zutrifft (TOMONAGA et al., 2002). Hinsichtlich des Mengenverhéltnisses
von genomischer RNA, positivstrangiger BDV-N-spezifischer RNA (mRNA) und /leader-
containing RNA (IeRNA), welche als antigenomischer Marker fir die Replikation genutzt
werden kann, wurde gezeigt, dass in experimentell infizierten Ratten stets nur wenig [eRNA
im Vergleich zu genomischer RNA und der deutlich Uberwiegenden BDV-N-mRNA
vorhanden ist. Das Verhéaltnis von genomischer zu IeRNA nimmt von der akuten zur
chronischen Phase hin zugunsten der leRNA ab, was bedeutet, dass die Replikation zurtick
geht. Gleichzeitig nimmt der Gehalt an mRNA in der chronischen Phase signifikant ab, was
auf eine Regulation der Transkription schlieRen lasst. Dieser Mechanismus tragt vermutlich
entscheidend zur Viruspersistenz bei (POROMBKA et al., 2008a).

Zur Synthese der sechs Proteine des BDV bedarf es besonderer Replikations- und
Transkriptionsstrategien, da im Gegensatz zu anderen Vertretern der Ordnung
Mononegavirales die Transkriptionseinheiten und die Transkriptionssignale Uberlappen (DE
LA TORRE, 2002). Dazu gehéren das Uberlesen von Transkriptionterminations-Signalen
und alternatives Spleilen (BRIESE et al., 1992; DE LA TORRE, 1994; SCHNEEMANN et al.,
1994; SCHNEIDER et al., 1994; SCHNEEMANN et al., 1995; TOMONAGA et al., 2002). Der
schematische Aufbau des BDV-Genoms sowie die Transkripte sind in Abb. 3 dargestellt.
Definiert sind die 3 Transkriptionseinheiten durch drei Startsignale (S1-S3), die
semikonservierte uracilreiche Motive enthalten und welche bei anderen NSS-RNA-Viren
nicht zu finden sind sowie vier Polyadenylierungs- bzw. Terminationssignale (T1-T4), was
zur Ausbildung eines Poly(A)-Schwanzes fiihrt (DE LA TORRE, 2002; TOMONAGA et al.,
2002). Ein weiteres Terminationssignal (t6) wurde beschrieben, jedoch konnte seine
Relevanz bislang nur unzureichend dargelegt werden (BRIESE et al., 1994; CUBITT et al.,
2001). Das Uberlappen der Transkriptionseinheiten findet sich bereits bei
Transkriptionseinheit | und I, wo das Startsignal S2 stromaufwarts vom Terminationssgnal
T1 liegt (BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994a; SCHNEEMANN et al., 1994; HERDEN
et al., 2013). Die Translation von BDV-P und BDV-X aus der bicistronischen
Transkriptionseinheit Il erfolgt durch einen Uberlesemechanismus, dem sogenannten leaky
scanning (SCHNEIDER et al.,, 1997b; WEHNER et al., 1997). Darliber hinaus wurde
berichtet, dass es in der Transkriptionseinheit Ill, welche die sich Gberlappenden ORFs Il
und IV beinhaltet, mit einer Wahrscheinlichkeit von 5 % zu einem Uberlesen des
Terminationssignals T3 kommt. Das Resultat ist ein verlangertes Transkript, das bei dem
Terminationssignal T4 endet und den ORF V, bzw. das BDV-L, transkribiert (SCHNEIDER,
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2005). Die Transkripte werden fiir die Expression der Proteine BDV-M, -GP und -L durch
alternatives SpleiBen der mRNA verdndert (CUBITT et al., 1994b; SCHNEEMANN et al.,
1994; TOMONAGA et al., 2000; DE LA TORRE, 2002; TOMONAGA et al, 2002;
SCHNEIDER et al., 2005).

Fir das BDV sind 3 Introns (Intron | - Ill) bekannt. Das Intron | liegt im ORF IIl an der
Position 1932-2025 Nukeotide (nt). Die Expression des BDV-M erfolgt, wenn das Transkript
ab dem Startsignal S3 das Intron | enthalt (CUBITT et al., 1994b; SCHNEIDER et al., 1994;
TOMONAGA et al., 2000). Intron Il ist im Bereich 2410-3703 nt (Abb. 3) und somit innerhalb
des ORFs IV zu finden. Die Transkripte codieren fir das BDV-GP. Es konnte gezeigt
werden, dass das Spleilen von Intron | die Expression des Glykoproteins verstarkt
(SCHNEIDER et al., 1994; SCHNEIDER et al., 1997b; SCHNEIDER, 2005). BDV-L kann
exprimiert werden, wenn Transkripte im Bereich des Introns Il gesplei3t werden, die bis zum
Terminationssignal T4 gehen (SCHNEIDER, 2005). Cubitt et al. berichteten von einem
dritten Intron (Intron I, 24104559 nt; Abb. 3). Die gespleildten Transkripte sollen dabei fir 2
weitere Proteine mit einer Masse von 8,4 und 165 kDa codieren. Es wurde postuliert, dass
das 165 kDa grofRRe Proteinfragment eine Variante der viralen Polymerase sein soll (CUBITT
et al., 2001). Die genaue Funktion dieser Proteine bleibt allerdings unklar, zumal sie bislang
nicht in vivo nachgewiesen werden konnten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese
Spleillstelle bei dem BDV-Isolat No/98 sowie beim ABV fehlt (PLESCHKA et al.,, 2001;
HERDEN et al., 2013) und dass eine exon splicing suppressor sequence existiert, die die
Verwendung dieser Region unterdriickt (TOMONAGA et al., 2000).

Wiederholt wurde vom Vorhandensein von 1,9 kb langen Transkripten unbekannter Funktion
in infizierten Zellen berichtet (BRIESE et al., 1994; SCHNEEMANN et al., 1994) und
spekuliert, dass es sich um verkirzte Replikationsprodukte oder verlangerte Form der leader
RNA handeln kénnte (SCHNEEMANN et al., 1994). In einer neueren Studie wurde allerdings
gezeigt, dass durch Uberlesen von T1 eine polyadenylierte und mit einer Kappe versehene
RNA von ebensolcher Lange entsteht, die die ORFs von BDV-N, -X und -P enthalt. Diese
soll eine wichtige Rolle bei der Feinregulierung des intrazellularen Gehalts an den
entsprechenden Proteinen spielen. Die bis dato nicht charakterisierte Sequenz zwischen
dem N- und dem X-Gen nimmt so Einfluss auf die virale Polymerase und ihre Effizienz die
Transkription bei T1 zu stoppen (POENISCH et al., 2008b).

Ein wichtiger Mechanismus zur Etablierung der persistierenden und nicht-zytolytischen
Infektion wird in der Verkirzung der 3‘- und 5-Enden der genomischen und antigenomischen
RNA gesehen, da hierdurch die Effizienz der Replikation vermindert wird (ROSARIO et al.,
2005; SCHNEIDER, 2005; SCHNEIDER et al., 2005). Dartber hinaus, und im Gegensatz zu
der Situation bei einigen anderen NSS-RNA-Viren, I6st die genomische RNA so keine

Interferonantwort (ber eine RIG-I-Aktivierung aus. Dies ist durch das Fehlen der
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Triphosphatgruppe am 5'-Ende, die posttranskriptional entfernt wird und durch ein
Monophosphat ersetzt ist, zu erklaren (HABJAN et al., 2008).

Innerhalb der 3. Transkriptionseinheit sind zwei Instabilitdtsregionen entdeckt worden, wovon
eine im Bereich des Introns Il zu finden ist, was einen weiteren Mechanismus zur
Modifikation der Genexpression darstellt. Hierdurch kann erklart werden, warum der beim
BDV beobachtete Gradient der nachweisbaren Proteine nicht ganz dem anderer NSS-RNA-
Viren entspricht (SIEMETZKI et al., 2009).

Reifung und Freisetzung

Bislang konnten nur beim ABV Viruspartikel in Geweben infizierter Tiere nachgewiesen
werden. Beim BDV der S&ugetiere war dies nur in vitro in geringem Mafie mdglich
(KIERMAYER, 2002). So konnten im Zytoplasma BDV-infizierter Zellen virusahnliche Partikel
gesichtet werden, die das morphologische Korrelat zu infektiésen und zellfreien Virionen
darstellen sollen (COMPANS et al., 1994). Sie waren vor allem im Bereich der Zellmembran
zu finden und standen nicht in Kontakt zum endoplasmatischen Retikulum oder dem Golgi-
Apparat, weshalb keine Hinweise auf den Zusammenbau erlangt werden konnten. Wichtig
fur den Transport der RNPs zwischen Zellkern und Zytoplasma, und damit auch fir die
Reifung und den Zusammenbau, sind die NES und die NLS im Nukleo- und letztere auch im
Phosphoprotein (PYPER und GARTNER, 1997; KOBAYASHI et al., 1998; SHOYA et al.,
1998; TOMONAGA et al., 2002). Freie Viruspartikel an der Zelloberflache infizierter MDCK-
Zellen konnten nur durch die Zugabe von n-Butyrat zur Zellkultur beobachtet werden
(KOHNO et al., 1999). Inwieweit dies jedoch mit der Situation in vivo vergleichbar ist, bleibt
fraglich. Fir die Reifung und Freisetzung infektidser Viruspartikel spielen bei vielen Viren
sowohl Matrix- als auch Glykoproteine eine entscheidende Rolle (MARTIN und HELENIUS,
1991; GAROFF et al., 1998). Dies wird auch fir das Matrixprotein des BDV angenommen
(KRAUS et al., 2001; KRAUS et al., 2005).

2.3.5.4 Virusausbreitung in vivo und in vitro

Fur das BDV ist seit langem bekannt, dass es sich in experimentell infizierten Ratten
intraaxonal und transsynaptisch vom olfaktorischen System ins ZNS ausbreiten kann, wo die
Ausbreitung ebenfalls transsynaptisch erfolgt (CARBONE et al., 1987; MORALES et al.,
1988). Bislang konnte nicht gezeigt werden, dass vollstandige Viruspartikel weitergegeben
werden. Fir das Tollwut-Virus, das ebenfalls zur Ordnung Mononegavirales gehért, konnte
allerdings dargelegt werden, dass virale RNPs als infektiéses Agens im ZNS transportiert
werden. Zudem ist sowohl in vitro als auch in vivo nur wenig bzw. kein freies Virus

nachweisbar ist (GOSZTONYI et al., 1993). Fir eine erfolgreiche Ausbreitung zwischen
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Neuronen in vivo soll das Vorhandensein des BDV-GP unerlasslich sein (WERNER-KEISS
et al., 2008). Obwohl bekannt ist, dass RNPs auch ohne Hulle infektids sein kénnen, kann
eine Virusausbreitung in Kulturen hippocampaler Neurone durch neutralisierende anti-GP-
Antikdrper oder durch Verwendung eines Furin-Inhibitors verhindert werden. Das zeigt, dass
das virale Glykoprotein fiir eine erfolgreiche Ausbreitung notwendig ist, auch wenn in der
Kultur nur wenige infektiose Viruspartikel nachweisbar sind (BAJRAMOVIC et al., 2003).
Allerdings wurde in einer anderen Studien dargelegt, dass fiir die Ausbreitung in vitro nach
einer erfolgreich abgelaufenen priméren Infektion weder zelluldre Rezeptoren vorhanden
sein missen, noch eine Spaltung des viralen Glykoproteins von der zelleigenen Protease
Furin erfolgen muss (CLEMENTE und DE LA TORRE, 2007). Jedoch verlief die Ausbreitung
wesentlich effizienter wenn Furin vorhanden war. AulRerdem wurde in dieser Arbeit
angenommen, dass CHO-Zellen (chinese hamster ovary cells) nicht mit BDV infizierbar sind,
was von anderen Arbeitsgruppen widerlegt werden konnte (Eickmann, persdnliche
Mitteilung). Darliber hinaus wurde auch fur MDCK-Zellen, Vero E6-Zellen und Astrozyten
gezeigt, dass das gespaltene Glykoprotein fir die Zell-zu-Zell Ausbreitung unerlasslich ist,
da die Ausbreitung durch einen Furin-Inhibitor gehemmt werden konnte. In einer neuroglialen
Mischkultur der Ratte konnte dies nur in Astrozyten, nicht jedoch in Neuronen nachvollzogen
werden, vermutlich da die Ausbreitung zwischen den Neuronen in der Kultur mit niedrigen
Inhibitor-Konzentrationen nicht gehemmt werden konnte (LENNARTZ et al., 2015).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 CHARAKTERISIERUNG DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS DES PFERDES

3.1.1 Probengewinnung und Aufbereitung der Proben

Zur Untersuchung der Lokalisation des olfaktorischen Epithels (OE) innerhalb der
Pferdenase und zur immunhistologischen Charakterisierung der zelluldren Komponenten
wurden finf Pferdenasen untersucht. Die Pferde stammten aus dem Sektionsgut des
Instituts flr Veterinar-Pathologie der Justus-Liebig-Universitdt GieBen. Die Altersspanne
reichte von 3 bis 21 Jahren, untersucht wurden eine Stute und vier Wallache. Die Tiere litten
vorberichtlich nicht an respiratorischen Erkrankungen oder zentralnervésen Stérungen und
auch in der pathologisch-anatomischen sowie histopathologischen Untersuchung ergaben
sich keinerlei Hinweise auf oben genannte Erkrankungen (8.3.1, Tab. 19). Die
Probengewinnung erfolgte spéatestens 12 Stunden nach dem Tod des Tieres. Der Kopf
wurde abgesetzt, vollstandig enth&utet und ca. 1 cm paramedian links mit einer Bandsége
der Lange nach eréffnet. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass jeweils die
rechte Nasenhélfte ohne artifizielle Schadigung des Nasenseptums untersucht werden
konnte. AnschlieBend wurde das Praparat bis zur weiteren Aufarbeitung in Klotzscher
Lésung (8.1.1) zur Fixation bei 4 °C aufbewahrt. Mit einer Diamantsdge wurden die
Nasenhélften in ca. 2 cm breite Querschnitte unterteilt und die gesamte Nasenhdhle
untersucht. Aus jeder Pferdenase wurden 13 Querschnitte gewonnen. Sie wurden von
caudal nach rostral mit den Buchstaben A bis M bezeichnet (Abb. 4). Auf dem ersten
Querschnitt A war stets der Ubergang des Bulbus olfactorius zur Lamina cribrosa zu finden,
wahrend mit dem letzten Querschnitt M der Bereich um die Nasend6ffnung untersucht wurde.
Von jedem Querschnitt wurden immer 5 Areale aus der gleichen Lokalisation zur weiteren
histologischen Untersuchung ausgewahlt (Abb. 5), mit der Diamantsdge heraus geséagt und
fur die Einbettung an die GréBe der Einbettkapsel angepasst. So wurde immer Gewebe der
Lamina perpendicularis, die rostral in die Nasenscheidewand Ubergeht (Lokalisation 1), drei
Lokalisationen der Nasenmuscheln, unterteilt in einen dorsalen, einen mittleren und einen
ventralen Bereich (Lokalisationen 2, 3 und 4), sowie Gewebe der Begrenzung der
Nasenhdhle gewonnen und untersucht (Lokalisation 5). Die Entkalkung wurde mittels EDTA
(8.1.1) im Warmeschrank bei 37 °C durchgefihrt. Die Lésung wurde alle zwei Tage
ausgetauscht und die Inkubationszeit betrug je nach Knochenanteil und -dicke zwischen 1
und 3 Wochen. Vor dem routineméBigen Einbetten in Paraffin mit dem

Gewebeeinbettautomat Tissue-Tek® VIP™ 5 Jr. (Sakura Finetek, Staufen) wurden die
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Gewebeproben Uber Nacht in Leitungswasser gewéassert um das geléste Kalzium

auszuwaschen.

Abb. 4: Lage der Querschnitte durch die rechte Halfte der Pferdenase

Abb. 5: Untersuchte Lokalisationen der Nasenquerschnitte

Querschnitt C; 1: Nasenseptum (rot), 2: dorsaler Bereich Nasenmuscheln (gelb), 3: mittlerer Bereich
Nasenmuscheln (griin), ventraler Bereich Nasenmuscheln (blau), 5: Begrenzung der Nasenhohle
(turkis)
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3.1.2 Histopathologische Untersuchung

Von den in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden ca. 4 uym dicke Gewebeschnitte
angefertigt und auf Objekttrager (Stisse Objekttréger, Silissefrost Labortechnik, Gudensberg)
aufgezogen. Nach der Trocknung fir 30 min im Warmeschrank wurde mittels eines
Farbeautomats (Microm, HMS 740; Gber Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) eine
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E) durchgefiihrt. Die Schnitte wurden lichtmikroskopisch mit
dem Nikon Eclipse 80i auf das Vorhandensein des olfaktorischen Epithels untersucht (siehe
3.1.2.1). Konnte auf dem Gewebeschnitt olfaktorisches Epithel nachgewiesen werden, so
wurde die entsprechende Lokalisation immunhistologisch mit den vier unter 3.1.3.1

beschriebenen Antiseren untersucht.

3.1.2.1 Quantitative Auswertung des olfaktorischen Epithels des Pferdes

Die Gewebeschnitte wurden lichtmikroskopisch mit dem Nikon Eclipse 80i zunachst auf das
Vorhandensein von Riechepithel untersucht. Dabei wurde der Gehalt des morphologisch
identifizierbaren Epithels, bezogen auf das auf dem gesamten Gewebeschnitt vorhandene
Epithel, durch Betrachtung mit dem 10-fach Objektiv bestimmt und in 20 %-Stufen geschéatzt.

So ergaben sich die folgenden mdéglichen Werte:

0 % kein olfaktorisches Epithel auf dem Gewebeschnitt vorhanden
20 % bis zu 20 % olfaktorisches Epithel
40 % bis zu 40 % olfaktorisches Epithel
60 % bis zu 60 % olfaktorisches Epithel
80 % bis zu 80 % olfaktorisches Epithel

100 % nur olfaktorisches Epithel auf dem Gewebeschnitt vorhanden

Zur Beantwortung der Frage, ob die Unterschiede im prozentualen Gehalt des OEs abhangig
vom Querschnitt oder der Lokalisation sind bzw. ob die Unterschiede im Gehalt des OEs auf
einer Wechselwirkung von Querschnitt und Lokalisation beruhen, wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholungen von Querschnitt und Lokalisation durchgefihrt
(siehe 3.1.5). Daneben wurde diese Fragestellung mittels exaktem Friedman-Test
untersucht. So wurde zunachst ebenfalls geprift, ob Wechselwirkungen zwischen
Querschnitt und Lokalisation bestehen. In zwei weiteren Stufen wurden anschlieBend die
Lokalisationen getrennt nach den Querschnitten und umgekehrt die Querschnitte getrennt
nach den Lokalisationen verglichen. Diesem Verfahren wurde die a-Adjustierung nach

Bonferoni-Holm zugrunde gelegt. Aufgrund der semiquantitativen Daten konnte keine
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Normalverteilung vorausgesetzt werden und aufgrund des Stichprobenumfanges von 5
untersuchten Pferden erfolgte die statistische Auswertung explorativ und auf zwei

verschiedenen Wegen, um die Tendenzen in den Daten statistisch abzusichern.

3.1.2.2 Untersuchung und quantitative Auswertung der Typen des olfaktorischen Epithels
des Pferdes

Bei der histologischen Auswertung der Nasenquerschnitte A bis M mit den jeweils flinf
untersuchten Lokalisationen wurde in besonderem MaRe auf das Vorhandensein
verschiedener Untertypen des Epithels, wie sie bei Bock et al. (2009) beschrieben sind,
geachtet. Da sich bei der Auswertung morphologische Unterschiede ergaben, die
Ahnlichkeiten mit den bereits von Bock et al. beschriebenen Typen aufwiesen, wurde auch in
der vorliegenden Arbeit zwischen zwei Typen unterschieden. Es wurde aufderdem untersucht
und abgeschéatzt, welchen Anteil die morphologisch unterscheidbaren Typen des
Riechepithels, Typ A und Typ B, am gesamten Epithel auf dem Gewebeschnitt einnahmen.
Die Summe der prozentualen Anteile der zwei Epitheltypen entsprach in dieser Auswertung
dem gesamten Anteil des olfaktorischen Epithels auf dem jeweiligen Gewebeschnitt
(bestimmt unter 3.1.2.1).

Auch bei der Untersuchung der verschiedenen Epitheltypen konnte aufgrund des
semiquantitativen Charakters der Daten keine Normalverteilung angenommen werden. Wie
bereits unter 3.1.2.1 beschrieben, erfolgte die statistische Datenanalyse daher ebenfalls
explorativ und auf zwei verschiedenen Wegen.

Zur Untersuchung, ob signifikante Unterschiede in der Verteilung der Epitheltypen A und B
bestanden, ob diese abh&ngig von den untersuchten Querschnitten oder Lokalisationen
waren (zweifache Wechselwirkung) oder ob eine dreifache Wechselwirkungen zwischen
Epitheltyp, Querschnitt und Lokalisation bestand, wurde eine dreifaktorielle Varianzanalyse
mit Messwiederholungen von Querschnitt, Lokalisation und Typ durchgefihrt (siehe 3.1.5).
Dartber hinaus wurde zur Absicherung der Tendenzen in den ermittelten Daten ein exakter
Friedman-Test, dem eine a-Adjustierung nach Bonferoni-Holm zugrunde gelegt wurde,
durchgefihrt. So wurde flr die Epitheltypen A und B getrennt gepriift, ob Wechselwirkungen
zwischen Querschnitt und Lokalisation bestanden. In zwei weiteren Stufen wurden
anschlieend, wenn Wechselwirkungen nachgewiesen wurden, die Lokalisationen getrennt
nach den Querschnitten und umgekehrt die Querschnitte getrennt nach den Lokalisationen
verglichen. Ebenso wurden die Querschnitte und Epitheltypen auf Wechselwirkungen
untersucht. Waren diese nachweisbar, wurden die Epitheltypen getrennt nach Querschnitten
und die Querschnitte getrennt nach Epithelypen verglichen. Zuletzt wurden auf

entsprechende Weise Wechselwirkungen von Epitheltyp und Lokalisation getrennt nach den
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Querschnitten untersucht. Lagen Wechselwirkungen vor, so wurden die Epitheltypen
getrennt nach Lokalisationen und umgekehrt die Lokalisationen getrennt nach den
Epitheltypen verglichen. Wurde bei den untersuchten Komponenten keine Wechselwirkung
nachgewiesen, wurde in den folgenden Schritten jeweils der arithmetrischer Mittelwert der
gemessenen Werte verglichen, um zumindest eine globale Aussage Uber die Signifikanz der

beobachteten Unterschiede des Anteils des olfaktorischen Epithels zu ermdglichen.

3.1.3 Immunhistologische Untersuchung der Pferdenasen

Konnte auf den H&E-gefarbten Gewebeschnitten morphologisch olfaktorisches Epithel
identifiziert werden, wurde von der entsprechenden Lokalisation die im Folgenden
beschriebenen immunhistologischen Untersuchungen zur Markierung der verschiedenen
Zelltypen durchgefuhrt. Dazu wurden die Antiseren anti-OMP, anti-DCX, anti-TrkA sowie
anti-PCNA (Tab. 2) verwendet. Zusatzlich wurden an ausgewé&hlten Gewebeproben, die
morphologisch gut erkennbares OE enthielten, die Antiseren anti-NSE, anti-NeuN und anti-
TH zur Darstellung der neuronalen Komponenten verwendet und auf deren prinzipielle
Eignung getestet. Der Schwerpunkt der immunhistologischen Untersuchungen lag auf der
Charakterisierung der neuronalen Zelltypen, sowie deren Vorlaufern. Jeder
immunhistologische Marker, der beim Pferd verwendet wurde, wurde ebenfalls auf
Gewebeschnitten des olfaktorischen Epithels der Ratte getestet. Hierbei wurde insbesondere
auf Unterschiede der angefarbten Zellen oder des Farbungsmuster innerhalb der Zelle im
Vergleich zum OE des Pferdes geachtet. Etwaige Abweichungen 2zu den
immunhistologischen Protokollen zur Untersuchung der Pferdenase sind jeweils nach dem
Protokoll angefiihrt.

Als Kontrollen wurden bei jeder immunhistologischen Untersuchung Schnitte mitgefiihrt, auf
denen die gesuchten Zelltypen sicher vorhanden waren. Als Negativkontrollen wurde fir
jeden Gewebeschnitt zusatzlich ein Schnitt mit einem Serum inkubiert, das aus derselben
Spezies wie der Primarantikérper stammte oder, im Falle von Antiseren aus der Maus, aus
derselben Spezies stammte und gegen T-Lymphozyten des Huhns gerichtet war
(HIRSCHBERGER, 1987).
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3.1.3.1 Seren und Primdrantikérper

Seren
Die in der immunhstologischen Untersuchung der Pferdenasen verwendeten Seren sind in
Tab. 1 aufgefuhrt.

Tab. 1: Verwendete Seren und ihre Bezugsquellen

Serum [Bezeichnung durch Hersteller] Bezugsquelle
Pferdeserum [Donor Horse Serum] PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Rattenserum [Rat Serum] PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Schweineserum [Porcine Serum] PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Ziegenserum [Goat Serum] PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
e Cort el gy | Dako WS, Glostup, Derma

Priméarantikorper

Die in der Immunhistologie verwendeten Primarantikdrper sind in Tab. 2 aufgelistet.
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Tab. 2: Ubersicht iiber die verwendete Primirantikérper

Primérantikorper Klonalitat Verdiinnung Blocken
Bezugsquelle Spezifitit Vorbehandlung Detektion
Ziege anti-Olfactory .
. 1:3000 in TBS
Marker Protein (OMP) Polyklonal +1% BSA 20 % PS, 20 min
Wako Chemicals .
USA, Inc.. Richmond, Nager OMP Z|tratp%f;errn(igH 6,0), ABC
VA, USA
Ziege anti-
Doublecortin (DCX Polvklonal 1:250 in TBS 20% PS+0,3%
(C-18)) y +1 % BSA Triton® X-100,
. . 60 min
Epitop am C-Terminus .
_ Santa Cruz des humanen DCX Zitratpuffer (_pH 6,0), .
Biotechnology, Inc., 23 min Streptavidin
Santa Cruz, CA, USA
Pro“ﬂ?eﬂ:t?”n;_ce” Monokional % BSA 10 % RS, 10 mi
nuclear antigen onokiona o 6 RS, 10 min
(PCNA) Clone PC 10 Zitratpuffer (pH 4,0), Maus PAP
Dako 23 min
Kaninchen anti- Polvklonal
Tyrosinkinase- y 1:100 in TBS 0% SS. 15 min
Rezeptor-A (TrkA Epitop nahe des C- +20 % SS 0=
(763)) Terminus des humanen . ABC
TrkA keine
Santa Cruz
Maus anti-Neuron Monoklonal
Specific Enolase 1:100 in TBS
(NSE) Clone NSE-1G4- +1 % BSA PS unverdiinnt,10 min
Invitrogen \&%Tg::r:reggerﬁns? Zitratpuffer (pH 6,0), ABC
Corporation, des Rindes 9 23 min
Camarillo, CA, USA
Maus anti-Neuronal
Nuclei
(NeuN, Neuron 1:100 in TBS .
Specific Nuclear Monoklonal + 1% BSA PS unver,:?nunnt, 10
Protein)
Clone A60; Zellkerne .
S Zitratpuffer (pH 6,0),
EMD Millipore des Gehirns der Maus 23 min ABC
Corporation, Billerica,
MA, USA
Kaninchen anti- . .
Tyrosine Hydroxylase Polyklonal 1;_26238 :,? LIZS SS unverdiinnt, 20
(TH) ° min
Humane Tyrosin- .
Biotrend Chemikalien hydroxylase Z|tratpuzf£errn(iEH 6.0) Streptavidin
GmbH, Kéln

TBS: tris buffered saline; BSA: bovines Serumalbumin; PS: Pferdeserum; RS: Rattenserum; PAP:
Peroxidase anti-Peroxidase Methode; SS: Schweineserum; ABC: Avidin-Biotin-Komplex Methode
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Sekundaérantikérper

Die verwendeten Sekundéarantikérper sind in Tab. 3 aufgeflhrt.

Tab. 3: Ubersicht liber die verwendeten Sekundirantikérper

Sekundarantikorper

Bezugsquelle

Verdiinnung

Ziege anti-Kaninchen IgG

Vector Laboratories, Inc.,

9 plin 1000 pl TBS

(H+L), biotinyliert Burlingame, CA, USA +20 % SS
Pferd ang}fiﬁ%ﬁ;ﬁG (H+L), Vector Laboratories 9 ul in 11 &OgngBS
Ratte anti-Maus I1gG (H+L) La\tj)ao(;gfgr?elsr?szovs::’tegrr%r\l/e, 1;1?(())2nt|§\8

PA, USA
Pferd ang;xi?;/ﬁelgt(; (H+L), Vector Laboratories 9 ul in 11 &OgngBS

TBS: tris buffered saline; SS: Schweineserum; BSA: bovines Serumalbumin
3.1.3.2 Tertidrantikérper und Detektionssysteme

Die verwendeten Detektionssysteme und Tertidrantikdrper sind in Tab. 4 aufgefihrt.

Tab. 4: Ubersicht iiber die verwendeten Detektionssysteme

Detektionssystem Bezugsquelle Verdiinnung

Avidin-Biotin-Komplex

(Veotastain® ABC Kit 9 ul Avidin (A) + 9 ul Biotin (B)

Vector Laboratories

Peroxidase Standard) in 1000 pl TBS
Maus Peroxidase anti- ) .

Peroxidase (PAP) Jackson ImmunoResearch 1:500 in TBS

Streptavidin (HRPO Invitrogen 1500 in TBS

Conjugate)
TBS: tris buffered saline

3.1.3.3 Immunhistologischer Nachweis von OMP (Olfactory marker protein)

Zur immunhistologischen Darstellung der olfaktorischen Neurone wurde ein aus der Ziege
stammender und gegen das Olfactory marker protein gerichteter Primarantikérper verwendet
(Tab. 2). Als Kontrollserum wurde Ziegenserum verwendet (Tab. 1), welches entsprechend
der Proteinkonzentration des Antikérpers verdiinnt wurde. Als Sekundarantikdrper diente ein
biotinylierter Antikérper Pferd anti-Ziegen IgG und als Detektionssystem (Tab. 4) die ABC-
Methode (HSU et al., 1981; HERDEN et al., 2000). Als positive Reaktion wurde eine braune,
granuldre bis diffuse Farbung der Zellkerne sowie eine diffuse braune Farbung des
Zytoplasmas und der Zellfortsdtze der adulten Neurone gewertet. Positive Nervenfasern in

der Lamina propria wiesen eine granulare bis schollige Farbreaktion auf. Wenn nicht anders
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angegeben, wurde die immunhistologische Untersuchung bei Raumtemperatur und nach

folgendem Protokoll durchgefiihrt.

1. 4 ym dicke Gewebeschnitte auf SuperFrost® Plus Objekttrager (R. Langenbrinck,
Emmendingen) aufziehen und bei 60 °C fir 30 min im Warmeschrank trocknen.

2. Entparaffinisieren der Gewebeschnitte 3 x fir 3 min in Xylol.

3. Rehydrieren in einer absteigenden Alkoholreihe, beginnend mit 2 x fiir 3 min
Isopropanol, anschlieRend je 3 Minuten 96 % und 80 % Ethanol.

4. Inkubation der Schnitte fir 30 min in Methanol mit 0,5 % frisch zugesetztem
Wasserstoffperoxid (Wasserstoffperoxid 30 %, stabilisiert) zur Hemmung der
endogenen Peroxidase.

Waschen der Schnitte 3 x fur 5 min in TBS (siehe 8.1.2).

Inkubation der Schnitte in Zitratpuffer (pH 6,0; siehe 8.1.2) fir 23 min in Plastikklvetten
im Wasserbad bei 95 °C zur Antigen-Demaskierung. Anschlief3end bei
Raumtemperatur fir 15 min abkihlen lassen und 1 x mit TBS spiilen.

7. Umsetzen der Schnitte in Cassette Racks (Thermo Scientific, Runcorn, UK). Dazu
werden die Schnitte auf die mit TBS angefeuchtete Riickseite von Shandon
Coverplates™ (Thermo Scientific) angelegt.

8. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen Inkubation der Schnitte fir 20 min mit 1:5
in TBS verdinntem Pferdeserum.

9. Auftragen des Priméarantikérpers OMP oder des Ziegenserums in der Verdiinnung
1:3000 in TBS mit 1 % zugesetztem BSA.

10. Inkubation bei 4 °C uber Nacht.

11. Waschen der Schnitte 3 x fiir 5 min mit TBS durch Einbringen von ca. 2 ml der
FlUssigkeit in den Spalt zwischen Objekttrager und Coverplate™.

12. Auftragen des biotinylierten Sekundarantikérpers Pferd anti-Ziege IgG und Inkubation
fir 30 min (9 plin pro 1000 pl TBS + 1 % BSA).

13. Ansetzen des Avidin-Biotin-Komplexes (ABC) 30 min vor Gebrauch (9 pl Avidin + 9 ul
Biotin in 1000 pl TBS).

14. Waschen der Schnitte wie unter Schritt 11. beschrieben.

15. Auftragen des ABC, Inkubation ftir 30 min.

16. Waschen der Schnitte wie unter Schritt 11. beschrieben.

17. Umsetzen der Schnitte in mit TBS gefiillite Glasklvetten.

18. Fur die Farbreaktion 0,05%ige 3,3‘-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-L6sung (DAB)
mit Imidazol-Puffer ansetzen (beides Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; siehe 8.1.2) und
unter Zugabe von 0,01 % H,0O, 3 min unter stdndigem Riihren mittels Magnetriihrer

rihren lassen.
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19. Waschen der Schnitte 3 x fur 5 min mit TBS.

20. Waschen der Schnitte fir 5 min in Aqua dest.

21. Inkubation der Schnitte fir 5 min in Kardasewitsch (siehe 8.1.2) zur Entfernung des
Formalinpigments.

22. Waschen der Schnitte fir 5 min in Aqua dest., dabei Wasser einmal wechseln.

23. Gegenfarbung der Schnitte in Papanicolaous Hamatoxylin (siehe 8.1.2) fur ca. 20 s.

24. Blauen der Schnitte fiir 5 min in Leitungswasser.

25. Spilen der Schnitte fiir 5 min in Aqua dest.

26. Dehydrieren der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe fur je 3 min (1 x 50 %, 1 x
70 %, 1 x 80 %, 1 x 96 % Ethanol, 2 x Isopropanol).

27. Inkubieren der Schnitte 3 x fir 3 min in Xylol.

28. Eindeckeln der Schnitte im Eindeckautomaten (Tissue-Tek® Coverslipper, Sakura
Finetek) mit Xylol und Eindeckfilm (Tissue-Tek® SCA™, Sakura Finetek).

3.1.3.4 Immunhistologischer Nachweis von DCX (Doublecortin)

Zur Markierung juveniler Neurone des olfaktorischen Epithels wurde der aus der Ziege
stammende und gegen das humane Doublecortin gerichtete Antikérper verwendet (Tab. 2).
Ziegenserum diente als Kontrollserum und wurde entsprechend der Proteinkonzentration des
Antikdrpers verdinnt. Als Sekundérantikbper wurde ein biotinylierter Antkdrper aus dem
Pferd verwendet, der gegen Ziegen IgG gerichtet ist. Streptavidin diente dem Katalysieren
der Farbreaktion. Als positive immunhistologische Reaktion wurde eine granulare bis diffuse
Farbung des Kerns und eine diffuse Anfarbung des Zytoplasmas und der Zellfortsatze der
juvenilen Neurone gewertet. Die Nervenfasern in der Lamina propria wiesen im Falle einer
positven immunhistologischen Reaktion eine granuldre bis schollige Farbreaktion auf. Der

Nachweis erfolgte nach folgendem Protokoll:

1. Wie in Schritten 1. bis 7. unter 3.1.3.3 beschrieben.

2. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen Inkubation der Schnitte fir 60 min mit 20
% Pferdeserum verdinnt in TBS mit 0,3 % Triton® X-100 (Serva Electrophoresis,
Frankfurt).

3. Auftragen des Primarantikérpers DCX oder des Ziegenserums in der Verdlinnung
1:250 in TBS mit 1 % zugesetztem BSA.

Weiter, wie in den Schritten 10. bis 12. unter 3.1.3.3 beschrieben.
Auftragen des Streptavidins in der Verdiinnung 1:10.000 in TBS, Inkubation fiir 30 min.
Weiter, wie in den Schritten 16. bis 28. unter 3.1.3.3 beschrieben.
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3.1.3.56 Immunhistologischer Nachweis von PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)

Proliferierende Basalzellen wurden mit einem monoklonalen Primarantikérper aus der Maus,
der gegen das PCNA gerichtet ist (Tab. 2), markiert. Als Kontrollserum wurde der Antikdrper
T1 (HIRSCHBERGER, 1987) in der gleichen Konzentration verwendet. Als
Sekundérantikérper wurde ein Ratte anti-Maus Antikérper verwendet (Tab. 3), die Detektion
erfolgte mittels der PAP-Methode (Tab. 4), modifiziert nach dem von Sternberger et al.
(1979) etablierten Protokoll (HUISINGA, 2008). Eine positive immunhistologische Reaktion
war durch eine fleckige bis diffuse Anfarbung von Kernen eines Teils der Basalzellen

gekennzeichnet. Der Nachweis erfolgte nach dem dem folgenden Protokoll:

1. Wie in Schritten 1. bis 7. unter 3.1.3.3 beschrieben.

2. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen Inkubation der Schnitte fir 10 min mit 10
% Rattenserum in TBS verdinnt.

3. Auftragen des Primarantikbrpers PCNA oder des Kontrollantikérpers T1 in der
Verdinnung 1:100 mit TBS mit 1 % BSA.
Weiter, wie in den Schritten 10. bis 11. unter 3.1.3.3 beschrieben.
Auftragen des Sekundérantikérpers Ratte anti-Maus 1gG in der Verdinnung 1:100 und
Inkubation fur 30 min.
Waschen der Schnitte wie unter Schritt 10 in 3.1.3.3 beschrieben.
Auftragen des Maus-PAP in der Verdiinnung 1:500 in TBS, Inkubation fir 30 min.
Weiter, wie in den Schritten 16. bis 28. unter 3.1.3.3 beschrieben.

3.1.3.6 Immunhistologischer Nachweis von TrkA (Tyrosinkinase-Rezeptor-A)

Zur Darstellung der horizontalen Basalzellen wurde ein polyklonaler Antikérper aus dem
Kaninchen, der gegen den C-Terminus des humanen Tyrosinkinase-Rezeptors-A gerichtet
ist, ausgewahlt (Tab. 2). Als Kontrollserum wurde Kaninchenserum in entsprechender
Konzentration verwendet. Die Detektion erfolgte hierbei mit einem biotinylierten Ziege anti-
Kaninchen-Sekundarantikérper (Tab. 3) und der von Hsu et al. (1981) etablierten ABC-
Methode (Tab. 4), die entsprechend der antikérperspezifischen Anforderungen modifiziert
wurde (HERDEN et al.,, 2000). Eine positves immunhistologisches Signal war durch eine
braune, granuldre zytoplasmatische und, je nach Schnittebene, ringférmige Anfarbung des
Zytoplasmas und der Zellmembran eines Teils der Basalzellen gekennzeichnet. In manchen
Bereichen griff diese Farbung auch auf den Zellkern Gber. Daneben konnte eine granulare,
hellbraune Farbreaktion im Zytoplasma der Stiitzzellen gesehen werden, die oft apikal des

Zellkerns ausgepragt war, jedoch floss diese nicht mit in die semiquantitative Auswertung
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ein, da hier nur die horizontalen Basalzellen beurteilt werden sollten. Der Nachweis erfolgte

nach dem folgenden Protokoll:

1. Wie in Schritten 1. bis 7. unter 3.1.3.3 beschrieben.

2. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen Inkubation der Schnitte fur 15 min mit 20
% Schweineserum verdinnt in TBS.

3. Auftragen des Primarantikdrpers TrkA oder des Kaninchen-Kontrollserums in der
Verdiinnung 1:100 in TBS mit 20 % Schweineserum.

4. Weiter, wie in den Schritten 10. bis 11. unter 3.1.3.3 beschrieben.
Auftragen des biotinylierten Sekundérantikdrpers Ziege anti-Kaninchen 1gG und
Inkubation fur 30 min (9 ul pro 1000 pl in TBS + 20 % SS).

6. Weiter, wie in den Schritten 13. bis 28. unter 3.1.3.3 beschrieben.

3.1.3.7 Immunhistologischer Nachweis weiterer Marker

Neuronenspezifischen Enolase (NSE)

Als weiterer Marker zur Darstellung der Nervenzellen des Riechepithels wurde ein
monoklonaler Antikérper aus der Maus getestet, der gegen die y-Untereinheit der NSE des
Rindes gerichtet ist (Tab. 2). Als Kontrollserum wurde der Antikérper T1 in der gleichen
Konzentration verwendet (HIRSCHBERGER, 1987). Als Sekundarantikérper diente ein
biotinylierter Antikérper aus dem Pferd, der gegen die Maus gerichtet ist (Tab. 3). Als
Detektionssystem wurde auf die ABC-Methode (Tab. 4) zurlickgegriffen (HSU et al., 1981;
HERDEN et al., 2000). Eine positive Reaktion war durch eine feingranulare bis diffuse
Anfarbung der neuronalen Zellkerne gekennzeichnet. Eine deutliche zytoplasmatische

Reaktion war nicht erkennbar. Der Nachweis erfolgte nach folgendem Protokoll:

1. Wie in Schritten 1. bis 7. unter 3.1.3.3 beschrieben.

2. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen Inkubation der Schnitte fir 10 min mit
unverdinntem Pferdeserum.

3. Auftragen des Primarantikérpers NSE oder des Kontrollserums T1 in der Verdiinnung
1:100 in TBS mit 1 % BSA.

4. Weiter, wie in den Schritten 10. bis 11. unter 3.1.3.3 beschrieben.
Auftragen des biotinylierten Sekundarantikérpers Pferd anti-Maus IgG und Inkubation
fir 30 min (9 pl pro 1000 pl TBS + 1 % BSA).

6. Weiter, wie in den Schritten 13. bis 28. unter 3.1.3.3 beschrieben.
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Immunhistologischer Nachweis des Neuron specific nuclear protein (NeuN)

Der verwendete Marker stammte aus der Maus und ist gegen das neuronenspezifische
nukledre Antigen gerichtet (Tab. 2). Alle weiteren verwendeten Seren, Verdinnungen und
das Protokoll entsprachen denen zum Nachweis der neuronenspezifischen Enolase (NSE).
Die Verwendung dieses Markers resultierte in einer braunen, feingranuldren bis diffusen
immunhistologischen Farbung der Zellkerne von verschiedenen Zelltypen des OEs, darunter

Neurone, Basalzellen und zum Teil auch Stltzzellen.

Immunhistologischer Nachweis der Tyrosinhydroxylase (TH)

Zur immunhistologischen Anférbung von Nervenfasern in der Lamina propria wurde ein
polyklonales Serum aus dem Kaninchen verwendet, das gegen die humane
Tyrosinhydroxylase gerichtet ist (Tab. 2). Als Sekundarantikérper diente ein biotinyliertes
Antiserum aus der Ziege, das gegen Kaninchen IgG gerichtet ist (Tab. 3). Zur Detektion
wurde Streptavidin benutzt (Tab. 4). Kaninchenserum in der dem Antikdrper entsprechenden
Konzentration diente als Kontrollserum. Eine positive immunhistologische Reaktion war
durch eine fleckige oder streifenférmige Anfarbung der Nervenfasern in der Lamina propria

gekennzeichnet. Der Nachweis erfolgte nach folgendem Protokoll:

1. Wie in den Schritten 1. bis 7. unter 3.1.3.3 beschrieben.

2. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen Inkubation der Schnitte fir 20 min mit
unverdiinntem Schweineserum.

3. Auftragen des Primarantikérpers TH oder des Kaninchenserums in der Verdinnung
1:100 in TBS mit 1 % BSA.

4. Weiter, wie in den Schritten 10. bis 11. unter 3.1.3.3 beschrieben.
Auftragen des biotinylierten Sekundarantikérpers Ziege anti-Kaninchen I1gG und
Inkubation fr 30 min (9 pl in pro 1000 pl TBS + 1 % BSA).

6. Auftragen des Streptavidins in der Verdiinnung 1:10.000 in TBS und Inkubation fir 30
min.

7. Weiter, wie in den Schritten 16. bis 28. unter 3.1.3.3 beschrieben.

3.1.3.8 Semiquantitative Auswertung der Immunhistologie

Entsprechend der H&E-Auswertung wurde untersucht, wie hoch der Anteil der
immunhistologisch positiven Zellen des jeweiligen Zelltyps, bezogen auf das auf dem
gesamten Gewebeschnitt vorhandene olfaktorische Epithel, war. So ergaben sich folgende

Bewertungsstufen:
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keine antikérperspezifische Markierung auf dem Gewebeschnitt
< 30 % immunhistologisch positive Zellen des jeweiligen Zelltyps

30 - 70 % immunbhistologisch positive Zellen des jeweiligen Zelltyps

w N -~ O

> 70 % immunhistologisch positive Zellen des jeweiligen Zelltyps

Es wurde eine dreifaktorielle Varianzanalyse der immunhistologischen Marker OMP, DCX,
PCNA und TrkA mit Messwiederholungen beziiglich Querschnitt, Lokalisation und Marker
durchgefihrt, um zu untersuchen, ob Unterschiede in der Anzahl markierter Zellen bestehen
und ob diese abhdngig von Querschnitt oder Lokalisation sind (zwei- oder dreifache
Wechselwirkung; 3.1.5). AuBerdem wurde ermittelt, ob eine Rangkorrelation zwischen Typ
des olfaktorischen Epithels und Expression der immunhistologischen Marker besteht. Dazu

wurde der Rangkorrelationskoeffizient rs nach Spearman berechnet (3.1.5).

3.1.4 Immunhistologische Untersuchung der Rattennase

Um mdgliche Unterschiede in der Expression immunhistologischer Marker zwischen Ratte
und Pferd aufzudecken, wurden die im Pferd verwendeten Antikdrper auch fir die
Rattennase getestet. Es wurde darauf geachtet, die verwendeten Protokolle so wenig wie
mdglich abzuéndern, um eine gute Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Notwendige
Anpassungen zur Detektion des jeweiligen Antigens sind in Tab. 5 dargestellt. Als
Untersuchungsmaterial wurden Formalin-fixierte, EDTA-entkalkte und in Paraffin
eingebettete Rattennasen verwendet. Hierbei handelte es sich um die Kontrolltiere des unter
3.2.2 beschriebenen Versuchs. Die Aufarbeitung ensprach der der Pferdenasen. Jedoch
wurden die Proben nicht in Klotzscher Lésung zwischengelagert und die Entkalkungszeit
wurde entsprechend der ProbengréfRe verringert. Der Marker NSE lie3 sich nicht fir die

Ratte etablieren und ist aus diesem Grund nicht in der Tabelle aufgefihrt.
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Tab. 5: Zusammenfassung der veréanderten Reaktionsbedingungen fiir die
immunhistologische Untersuchung der Rattennasen

Primarantikorper Verdiinnung Blocken
Vorbehandlung Detektion
Ziege anti-Doublecortin 1:250 in TBS + 1 % BSA 20 % PS + 0,3 % Triton® X-
(DCX (C-18)) 100, 60 min
Target Retrieval Solution
Ready-to-Use (Dako), 23 min Streptavidin
Kaninchen anti-Tyrosinkinase- 1:750 in TBS + 20 % SS 20 % SS, 15 min
Rezeptor-A (TrkA (763))
keine ABC
Maus anti-Neuronal Nuclei 1:50 in TBS + 1 % BSA PS unverdiinnt, 10 min
(Neuron Specific Nuclear
Protein) Zitratpuffer (pH 6,0), 23 min Streptavidin

TBS: tris buffered saline; BSA: bovines Serumalbumin; PS: Pferdeserum; SS: Schweineserum; ABC:
Avidin-Biotin-Komplex Methode

3.1.5 Statistische Datenanalyse der Charakterisierung des olfaktorischen Epithels

Die statistische Auswertung wurde von der Arbeitsgruppe Biomathematik und
Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
mit dem Statistikprogrammpaket BMDP/Dynamic, Release 8.1 durchgefihrt.

Fir die zwei- (3.1.2.1) und dreifaktorielle (3.1.2.2, 3.1.3.8) Varianzanalyse wurde das
Programm BMDP2V  genutzt. Mit dem Programm BMDP3D wurde der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet (3.1.3.8). Bei den Bewertungen
wurde ein Signifikanzniveau a=0,05 zugrunde gelegt. Ergebnisse mit p<0,05 wurden als
statistisch signifikant bewertet. Zuséatzlich wurden ein exakter Friedman-Test durchgefihrt
(3.1.2.1, 3.1.2.2), dem eine a-Adjustierung nach Bonferoni-Holm zugrunde gelegt wurde. Fur

diese Auswertung wurde das Programm Cytel Studio StatXact Vers. 9.0.0 (2010) verwendet.

3.2 EXPERIMENTELLE INTRANASALE INFEKTION VON LEWIS-RATTEN

Alle Eingriffe an den Ratten wurden entsprechend des vom Regierungspréasidium Giellen
genehmigten Tierversuches V-54 - 19 ¢ 20-15 (1) Nr. 102-2011 durchgeflhrt.

3.2.1 Herstellung der Virussuspension und der Mock-Gehirnsuspension
3.2.1.1 Versuchstiere

Zunachst wurde eine ausreichend grofle Menge Virussuspension hergestellt werden. Hierzu
wurde eine Viruspassage in einem Wurf neugeborener Lewis-Ratten durchgefiihrt. Das dazu
verwendete Gehirnhomogenat (BV-E7 NB-4P/2 vom 24.03.1988, Virustiter: 6x10° IDso/ml)
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wurde freundlicherweise von Frau Dr. Herzog, Institut fir Virologie der Justus-Liebig-
Universitat GieRen zur Verfigung gestellt. Zur Herstellung der Mock-Gehirnsuspension

wurden finf 5 Wochen alte gesunde Ratten verwendet.

3.2.1.2 Versuchsbedingungen

Die Tiere wurden im Zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-Universitat Gielen zur Zucht
paarweise in Makrolon Typ IV Kafigen mit erhéhtem Gitterdeckel (EHRET Labor- und
Pharmatechnik, Emmendingen) bei einem 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Fir
die Infektionsversuche wurden die Muttertiere zusammen mit dem Wurf in der
Tierversuchsanlage des BSL-3-Labors der Philipps-Universitdt Marburg, welches im
Unterdruck betrieben wird, in Makrolon Typ Il IVCs (individually ventilated cages; Bio. A.S.®,
Ehret) bei ebensolchem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Nach dem Absetzen am 24.
Lebenstag wurden die Ratten nach Geschlechtern getrennt in Kleingruppen in den IVCs
entsprechend der Empfehlungen der GV-SOLAS zusammen gehalten. Die Raumtemperatur
betrug in beiden Tierhaltungen ca. 24 °C und die Luftfeuchtigkeit lag bei ca. 55 %. Als
Futtermittel wurde konventionelles Zuchtfutter (Diatfutter fir Zuchttiere, Altromin®, Lage)

verwendet.

3.2.1.3 BDV-Infektion

Die neonatalen Ratten wurden innerhalb der ersten 24 Lebensstunden intrazerebral mit der
vorhandenen Gehirnsuspension infiziert. Hierzu wurde die Virussuspension 1:10 mit auf 37
°C vorgewarmten Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, low glucose, Gibco, Carlsbad,
USA) verdlinnt und mittels einer 10 pl-Hamiltonspritze und einer 5 mm langen Nadel
(Sonderanfertigung, 26 Gauge; Hamilton®, Bonaduz, Schweiz Uber CS-Chromatographie
Service, Langerwehe) in die vordere linke Gehirnhemisphare injiziert. Um ein zu tiefes
Einstechen zu verhindern, wurde ein zusatzlicher Dichtungsring der Spritze als Stopper auf
die Nadel aufgesetzt. Nach der Infektion wurden die Tiere bis zum Absetzen im Alter von 24

Lebenstagen beim Muttertier in der Versuchstierhaltung des BSL-3-Labors belassen.

3.2.1.4 Euthanasie und Sektion

Euthanasie und Sektion erfolgten 36 Tage nach der Infektion (days post infection, dpi). Die
Tiere wurden mit einer Isofluran-Inhalationsnarkose bis zur Areflexie betdubt und den
behordlichen Auflagen entsprechend getétet. Um das Gehirn steril zu entnehmen, wurde vor
dem Absetzen des Kopfes das Fell mit 70%igem Ethanol desinfiziert. FUr die Arbeitsschritte

des Abziehens des Fells, des Erdffnens der Schadelkalotte, sowie des Entnehmens des
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Gehirns wurde jeweils ein neuer Satz eines sterilen Praparierbestecks verwendet. Die
entnommenen Gehirne wurden gewogen und bis zur weiteren Verwendung in sterilen 50 ml
Reaktionsréhchen (Sarstedt, Nimbrecht) auf zerkleinertem Eis gelagert. Ebenso wurde mit

den 5 Wochen alten Ratten zur Herstellung der Mock-Gehirnsuspension verfahren

3.2.1.5 Herstellung der Virussuspension

Aus den entnommenen Gehirne wurde mit DMEM (low glucose, Gibco), supplementiert mit 2
% inaktiviertem FCS (fetal calf serum, PAA), eine 10%ige Suspension hergestellt. Dazu
wurden die Gehirne mit einem Ultraschallstab beschallt, zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Im Anschluss erfolgte eine Virustiterbestimmung, die freundlicherweise von Frau Dr. Herzog,
Institut far Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin, Justus-Liebig-Universitat Gielden
durchgefuhrt wurde. Hierbei konnte ein Titer von 2x10” IDso/ml bestimmt werden. Die
Herstellung der Mock-Gehirnsuspension wurde nach der Entnahme der Gehirne von Frau

Dr. Herzog nach dem oben beschriebenen Protokoll durchgefihrt.
3.2.2 Intranasale Infektion adulter Lewis-Ratten
3.2.2.1 Versuchstiere

Fur die In-vivo- und In-vitro-Infektionsversuche (3.3) wurden 28 Tage alte Lewis-Ratten aus
dem Zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-Universitat GieRen verwendet. Die Ratten wurden

zur Erhaltungszucht unter den in 3.2.1.2 beschriebenen Bedingungen gehalten.

3.2.2.2 Versuchsbedingungen fiir die In-vivo-Versuche

Die Versuche wurden in der Tierhaltung des BSL-3-Labors der Philipps-Universitdt Marburg
durchgefiihrt. Die Tiere wurden taglich adspektorisch kontrolliert und bis 14 dpi
Versuchsdauer alle drei bis vier bzw. bei ldngeren Versuchszeitpunkten jeden zweiten Tag
eingehend klinisch untersucht. Die Beurteilung erfolgte anhand eines Score Sheets, das
zuvor zusammen mit der Tierschutzbeauftragten der Justus-Liebig-Universitat Giel3en, Frau
Dr. Peters, erarbeitet wurde (siehe 8.3.2: Tab. 27, Tab. 28 und Tab. 29).

3.2.2.3 BDV-Infektion der Versuchstiere

Die Ratten wurden intranasal mit der unter 3.2.1.5 beschriebenen Virussuspension infiziert.
Um eine mdgliche Kreislaufbelastung der Tiere durch eine Narkose zu umgehen, wurden die

Ratten einige Tage vor der Infektion an ein intensiveres Handling gewdhnt, sodass ein
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stressarmes Fixieren fur ca. 90 Sekunden und eine Berlihrung der Nasenéffnungen mdglich
war. Pro Nasenloch wurden 100 pl Virussuspension appliziert. Hierzu wurde die
Gehirnsuspension 1:100 mit DMEM (low glucose, Gibco) verdinnt und in eine Spritze mit
stumpfer Kanile (beides B. Braun, Melsungen) aufgezogen. Die so zielgenau an den
Nasenlochern applizierbaren Tropfen der Virussuspension wurden von den Versuchstieren
aktiv in die Nasenl6cher eingesogen. Die Anzahl der infizierten und Mock-infizierten Tiere

sowie die Tétungszeitpunkte nach der Infektion sind in Tab. 6 aufgefuhrt.

Tab. 6: Zeitpunkte der Tétung nach der Infektion sowie Anzahl der Versuchstiere

Zeitpunkt 3h 18 h 1d 2d 4d 7d 14d 21d
p.i.
Anzahl 5 5 5 5 5 5 5 2
infizierte
Tiere
Anzahl 2 / 2 2 2 2 2 2
Mock-
infizierte
Tiere
p.i.: post infection; h: Stunden; d: Tage

3.2.2.4 Mock-Infektion

Die Mock-Infektion erfolgte analog zu der unter 3.2.2.3 beschriebenen Infektionsweise. Es
wurde hierbei jedoch Gehirnhomogenat von nicht-infizierten Ratten verwendet (siehe

3.2.1.5). Eine Ubersicht der verwendeten Tiere findet sich in Tab. 6.

3.2.2.5 Euthanasie und Sektion

Die Tiere, die fiir die In-vivo-Infektionsversuche (siehe 3.1.2.3) verwendet wurden, wurden
nach den entsprechenden Zeitpunkten mit Isofluran bis zur vollstandigen Areflexie betaubt
und durch Dekapitation, entsprechend der behérdlichen Auflagen im Rahmen des
genehmigungspflichtigen Tierversuchs, getdtet. Die Sektion wurde sofort nach der

Euthanasie durchgefuhrt.
3.2.2.6 Gewinnung und Aufarbeitung des Probenmaterials

Bei der Sektion der Tiere wurde nach dem Eintritt des Todes der Kopf und der Halsbereich
mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Der Kopf wurde abgetrennt, enthdutet und das Gehirn
entnommen. Mit einer feinen Allzweck-Bligelsdge wurde die Nase wenige mm rechts der

Medianen aufgeséagt. Eine Ubersicht Uiber die asservierten Proben ist in Tab. 7 zu finden.
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Tab. 7: Proben aus den In-vivo-Infektionsversuchen und Lagerung

Nase Gehirn
rechte Halfte
rechte Halfte elng(ejté:e_l’ft_et n
Proben . . (rostraler unq . i Einbettmedium
linke Halfte caudaler Bereich linke Halfte .
d (Tissue-Tek®
er ™
O.C.T.
Nasenmuscheln)
Compound,
Sakura)
Lagerung 10 % Formalin -80 °C 10 % Formalin -80 °C

Das Gehirn wurde in 10 % Formalin fixiert und, wie unter 3.1.1 beschrieben, in Paraffin
eingebettet. Die Nasen wurden mit einer Diamant-Bandsége in wenige Millimeter dicke
Scheiben geségt. Der erste S&geschnitt wurde stets auf der Héhe des Ubergangs des
Bulbus olfactorius zum Ethmoid angesetzt. Je nach Groéfle und Alter des Tieres war es so
mdglich, 7 - 8 Querschnitte der Nase zu gewinnen, bei denen eine Zuordnung zur
entsprechenden Lokalisation stets sichergestellt war. Die Querschnitte wurden anschlieRend
fur ca. 7 Tage in EDTA (siehe 8.1.1) im Warmeschrank bei 37 °C entkalkt. Der Wechsel der
EDTA-L6sung erfolgte jeden zweiten Tag. Vor der routinemalligen Paraffin-Einbettung
wurden die Proben liber Nacht in Leitungswasser gewéssert. Eine Ubersicht (iber die Anzahl
der fur die morphologischen Untersuchungen verwendeten Versuchstiere ist in Tab. 8 zu

finden.

Tab. 8: Anzahl der fiir die histologischen Untersuchungen verwendeten Versuchstiere

Zeitpunkt 3h 18 h 1d 2d 4d 7d 14d 21d
p.i.
H&E 5/2 5/- 5/2 5/2 5/2 5/2 5/2 2/2
Nase, ZNS
(BDV/Mock)
IHC BDV-N 5/5 5/- 5/2 5/2 5/2 5/2 5/2 2/2
Nase
(BDV/Mock)
IHC BDV-N 5/2 5/- 5/2 5/2 5/2 5/2 5/2 2/2
Gehirn
(BDV/Mock)
IHC PCNA -/- -/- -/- 3/2 3/2 3/2 -/- -/-
(BDV/Mock)
ISH Nase 5/- 5/- 5/1 5/- 5/- 5/- 5/1 2/-
(BDV/Mock)
ISH Gehirn -/- 5/- -1 -/- 5/2 5/2 5/1 -/-
(BDV/Mock)
p.i.: post infection; h: Stunden; d: Tage; H&E: Hamatoxylin und Eosin; IHC: Immunhistologie; ISH: In-
situ-Hybridisierung; BDV-N: BDV Nukleoprotein; PCNA: Proliferating cell nuclear antigen; -: nicht
durchgefiihrt
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3.2.3 Histopathologische Untersuchung der Versuchstiere
3.2.3.1 H&E-F&rbung von Gehirn und Nase der Versuchstiere

Von allen gewonnenen Gewebeproben aus Nase und Gehirn wurde H&E-Farbungen
angefertigt (siehe 3.1.2). Dazu wurden ca. 4 ym dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf

Objekttrager (Siissefrost Labortechnik) aufgezogen.

3.2.3.2 Auswertung

Bei der pathohistologischen Untersuchung wurde qualitativ beurteilt, ob entziindliche und
degenerative Veranderungen in Gehirn und Nase vorliegen. Insbesondere wurde auf

perivaskuldre Entziindungszellinfiltrate und Gliaaktivierung im Gehirn geachtet.

3.2.4 Immunhistologische Untersuchung der Versuchstiere
3.2.4.1 Immunhistologischer Nachweis von BDV-N

Die Untersuchung der Versuchstiere auf das Vorhandensein des BDV-Nukleoproteins
erfolgte immunhistologisch mit der ABC-Methode (HSU et al., 1981; HERDEN et al., 2000)
und dem von Frau Dr. Herzog, Institut fur Virologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en, zur
Verfiigung gestellten monoklonalen Antikérper Bo18, der gegen das BDV-Nukleoprotein
gerichtet ist. Als Kontrolle wurde der Antikérper T1 in der gleichen Konzentration verwendet
(siehe unten). Als Sekundarantikérper diente ein biotinylierter Antikérper aus dem Pferd, der
gegen Maus IgG gerichtet ist. Als Positivkontrolle wurden bei jeder Immunhistologie
Gehirnschnitte von einem Pferd mit naturlicher BDV-Infektion verwendet. Soweit nicht anders
angegeben, erfolgten die Arbeitsschritte des folgenden Protokolls bei Raumtemperatur und

in Glaskiivetten mit zugehérigen Glaseinsatzen.

1. Wie in den Schritten 1. bis 5. unter 3.1.3.3 beschrieben.

2. Umsetzen der Schnitte in Cassette Racks (Thermo Scientific). Dazu wurden die
Schnitte auf die mit TBS angefeuchtete Rickseite von Shandon Coverplates™
(Thermo Scientific) angelegt.

3. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen Inkubation der Schnitte fiir 30 min mit 1:5
in TBS verdinntem Pferdeserum.

4. Auftragen des Primarantikérpers Bo18 oder des Kontrollserums T1 in der Verdiinnung
1:500 in TBS mit 1 % BSA.

5. Inkubation bei 4 °C Uber Nacht.
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6. Spilen 3 x fur 5 min mit TBS durch Einbringen von circa 2 ml der Flussigkeit in den
Spalt zwischen Objekttrager und Coverplate™.

7. Auftragen des biotinylierten Sekundéarantikérpers Pferd anti-Maus IgG und Inkubation
fir 30 min (9 pl pro 1000 plin TBS + 1 % BSA).

8. Weiter, wie in Schritten 13. bis 28. unter 3.1.3.3 beschrieben.

3.2.4.2 Auswertung der Immunhistologie

Die immunhistologische Untersuchung zum Nachweis von BDV-N erfolgte fur die in Tab. 8
aufgefiihrten Tiere semiquantitativ nach folgender Bewertung lichtmikroskopisch mit einem
20x Objektiv (Nikon Eclipse 80i):

0 keine markierten Zellen auf dem gesamten Gewebeschnitt
1 bis zu 10 markierte Zellen auf dem Gewebeschnitt verteilt
2 zwischen 10 und 60 markierte Zellen auf dem Gewebeschnitt verteilt oder

in Nestern liegend
3 mindestens 60 markierte Zellen auf dem Gewebeschnitt verteilt oder in

Nestern liegend

Dabei wurden die verschiedenen Zelltypen des olfaktorischen Epithels, der darunter
liegenden Lamina propria und der Nervenfasern jeweils gesondert betrachtet und bewertet.
Das obige Bewertungsschema gilt ebenso fir die Nervenfasern. Bewertet wurden adulte und
juvenile olfaktorische Neurone, Stitzzellen, proliferierende und horizontale Basalzellen sowie
Nervenfasern und olfaktorische Hullzellen. Als positive Reaktion wurden braune DAB-
Farbniederschlage bewertet, die sich in der gleichen Ebene wie der Gewebeschnitt befanden
und nicht in den Negativkontrollen und nicht in den Mock-infizierten Tieren vorhanden waren.
Grundsatzlich wurde bei der Untersuchung des olfaktorischen Epithels zwischen einer
intranukledren und einer zytoplasmatischen Reaktion unterschieden. Erstere zeigte sich in
Form von einzelnen bis zahlreichen intranukledr gelegenen runden Granula oder durch eine
fleckige bis diffuse Braunfarbung des Karyoplasmas. Die zytoplasmatische positive Reaktion
zeigte sich hingegen meist in Form einer fleckigen bis gleichm&Rigen braunen Farbung des
Zytoplasmas und der Zellfortsatze. Im Gehirn konnte zusatzlich eine immunhistologische
Reaktion des Neuropils beobachtet werden, die diffus oder strahlenférmig um positive Zellen
zu finden war, bei der jedoch keine zellularen Komponenten sicher benannt werden konnten.

Die gewonnenen Daten gingen in die statistische Datenanalyse ein (siehe 3.2.7).
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3.2.5 Immunhistologische Untersuchung des Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
bei BDV-infizierten und Mock-infizierten Lewis-Ratten

Um zu untersuchen, ob die intranasale Infektion der Lewis-Ratten einen Einfluss auf die
Proliferation der Vorlauferzellen des olfaktorischen Epithels hatte, wurde das Proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) immunhistologisch nachgewiesen. Die Untersuchung wurde bei
je drei Ratten der Untersuchungszeitpunkte 2, 4 und 7 dpi (siehe Tab. 8) durchgefiihrt und
mit dem Ergebnis der beiden Mock-infizierten Tiere des jeweiligen Zeitpunktes verglichen.
Die immunhistologische Untersuchung wurde entsprechend des unter 3.1.3.5 aufgefiihrten

Protokolls durchgefihrt.

3.2.5.1 Auswertung

Die immunhistologische Auswertung wurde mit dem Programm NIS Elements BR 3.2 und
dem Nikon Eclipse 80i vorgenommen. Es wurden pro Tier 20 Strecken des olfaktorischen
Epithels mit je 250 ym Lange abgemessen und die immunhistochemisch markierten Kerne
der proliferierenden Basalzellen gezahlt. Die spezifische Markierung war durch eine braune,
meist feingranuldre oder diffuse Farbung ausschlieBlich des Zellkerns charakterisiert. Diese
lag in einer Ebene mit dem Gewebeschnitt und war nicht in der Negativkontrolle vorhanden.
In dem gleichen Epithelanschnitt wurden aulerdem die gleichartig geférbten Kerne der
Stiutzzellen gezahlt und notiert. Die Daten wurden flr eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit

Gruppierung nach Infektion und Zeit genutzt (siehe 3.2.7).
3.2.6 In-situ-Hybridisierung der Versuchstiere (ISH)

Fur die ISH der Versuchstiere wurden zwei Digoxigenin-markierte RNA-Sonden hergestellt
und verwendet, die komplementar zum viralen Genom oder zur mRNA, die fir das BDV-N-
Protein codiert, waren. Die sogenannte sense-Sonde wies dabei das virale Genom
(Negativstrang), die antisense-Sonde die virale mRNA (Positivstrang) nach, wie bereits bei
Porombka et al. und Werner-Kei$s et al. beschrieben (POROMBKA, 2006; WERNER-KEISS,
2006). Ausgangsmaterial war ein nicht-linearisiertes Plasmid (BDV-N outer), das von
Porombka (2006) mit dem TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing (Life Technologies™,
Carlsbad, USA) hergestellt wurde. Das BDV-N-Sequenz des Insert wies eine Lénge von 342
bp auf, die Gesamtlange zwischen M13R und M13F betrug 507 bp, da 165 bp des Vektors
hinzu kommen (GenBank® Accession-Nummer AF158629, Position: 87-428).

Als Kontrollen wurden bei jeder ISH 3 Gehirnschnitte eines natirlich BDV-infizierten Pferdes
mitgefuhrt. Je ein Schnitt wurde mit der sense- und der antisense-Sonde inkubiert. Auf den

dritten Schnitt wurde der Hybridisierungs-Mix als Negativkontrolle aufgetragen.
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3.2.6.1 Sondenherstellung

Isolierung der Plasmid-DNA aus den Glycerolstocks

Die Kultivierung der vorhandenen Glycerolstocks wurde wie bei Porombka, 2006
(POROMBKA, 2006) durchgefiihrt. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit den
nexttec™ cleanColumns (nexttec™ DNA isolation systems; Nexttec, Leverkusen) nach

Herstellerangaben.

Amplifikation des spezifischen Inserts

Um das spezifische BDV-N-Insert des Plasmids (Plasmid IIl BDV-N) zu vermehren und eine
Matrize zur Herstellung der Sonde zu generieren, wurde eine PCR entsprechend der
Protokolle von Porombka bzw. Werner-Kei8s durchgefihrt (POROMBKA, 2006; WERNER-
KEISS, 2006). Die fir die jeweiligen Sonden vewendeten Primerkombinationen sind in der
Tab. 9 aufgefuhrt. Es wurde hierbei jeweils ein spezifischer Primer und mit M13 forward oder

M13 reverse je ein universeller Primer verwendet.

Tab. 9: Verwendete Primerkombinationen zur Amplifikation der BDV-N-spezifischen
Inserts

Bezeichnung Primer Enzym Sonden- GenBank®
Sonde Accession-
Sequenz (5' - 3') groRe Nummer
(Detektion)
(Position)

BDV-N antisense (p335)

sense AAT GAG CAA CAA TGG CTG AA 342 nt AF158629
T7
(-ssRNA) M13 forward (M13F) + 36 nt (87-428)

GTAAAACGACGGCCAG

BDV-N sense (p334)

antisense CCC CGG AAA ATT CCT ACA AT 342 nt AF158629
T3
(+ssRNA) M13 reverse (M13R) + 36 nt (87-428)

CAG GAA ACA GCT ATGAC

-ssRNA: genomische RNA; +ssRNA: positivstréngige RNA; BDV-N: BDV-Nukleoprotein; p334, p335:
interne Primerbezeichnungen; T3: T3 RNA Polymerase; T7: T7 RNA Polymerase; nt: Nukleotide;
Sondengrofie: AmplifikatgrofRe + 36 nt Plasmidanteil

Die PCR erfolgte wie in Tab. 10 angegeben. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis
durchgefuhrt. Die Amplifikation erfolgte in einem Multicycler® PTC 200 (Biozym Scientific,
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Hessisch Oldendorf). Die aus der Plasmid-Isolierung gewonnene DNA wurde mit sterilem
DEPC-Wasser 1:1000 verdinnt in die PCR eingesetzt.

Tab. 10: Reagentien fiir die PCR zur Amplifikation der BDV-N-spezifischen Inserts

Komponente Konzentration der Volumen Konzentration im 25
Stammlésung in yl pl-Ansatz
DEPC-Wasser - 18,9 -
Puffer - 2,6 -
dNTP 10x 0,6 0,25x
Polymerase 5x 0,2 0,04x
BOV-Rspezifischer 10 pmol/ul 0,6 0,25 pmol/gl
Universeller Primer 10 pmol/pl 0,6 0,25 pmol/pl
Plasmid-DNA ) 5 )
(1:1000)

DEPC: Diethylpyrocarbonat; dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphat; BDV-N: BDV-Nukleoprotein

Die aufeinander folgenden Reaktionsschritte sind in Tab. 11 aufgefuhrt.

Tab. 11: Reaktionsschritte der PCR zur Amplifikation des BDV-N-spezifischen Inserts

Reaktionsschritt Zeit Temperatur Zyklen

1. Initiale Denaturierung 2 min 94 °C -

2. Denaturierung 30s 94 °C

3. Primeranlagerung 30s 50 °C 34 x
4. Elongation 1 min 72 °C

5. Finale Elongation 10 min 72 °C -

6. Kiihlung bis zur 4°C -

Probenentnahme

Die mittels der oben beschriebenen PCR gewonnene DNA wurde aufgereinigt (siehe unten)

und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Aufreinigung der DNA und Bestimmung des DNA-Gehalts

Die DNA wurde mit dem Amicon Ultra Centrifugal Filters 0,5 ml (EMD Millipore) nach

Herstellerangaben aufgereinigt. Dazu wurden 23 ul der PCR Produkte eingesetzt und mit

Wasser auf 500 ul aufgefillt. Der Durchfluss enthielt zuletzt das gewlinschte Endprodukt.

Im Anschluss wurde die

DNA mit

spektralphotometrisch gemessen.

dem Nanodrop® 2000

(Thermo Fisher)

65



Material und Methoden

In-vitro-Transkription

Die In-vitro-Transkription wurde mit dem DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) und der nicht im Kit
vorhandenen T3 RNA Polymerase durchgefiihrt (beides Roche Diagnostics, Mannheim). Bei
diesem Kit ist es moglich bis zu 1 pg aufgereinigter DNA einzusetzen. In zahlreichen
Vorversuchen konnte ermittelt werden, dass die gemessene DNA-Konzentration meist
lediglich bei 75-100 ng/ul nach dem Aufreinigen lag. Aus diesem Grund wurde die maximale
Menge (10 pl) fUr eine Reaktion eingesetzt.

Die In-vitro-Transkription wurde nach dem folgenden Schema in Tab. 12 mit Kunsstoff-
Reaktionsgefallen (1,5 ml, Sarstedt) durchgefihrt. Die Mengenangaben beziehen sich auf
einen Reaktionsansatz. Soweit nicht anders angegeben, wurde bei Raumtemperatur
gearbeitet. Die Inkubationen bei 37 °C erfolgten in dem Heizblock Accublock™ Mini (Labnet

International, Edison, USA).

Tab. 12: Reagentien fiir die In-vitro-Transkription zur Sondenherstellung

Komponente Konzentration der Volumen Konzentration im 20
Stammlésung in pl pl-Ansatz
aufgereinigte DNA - 10 -
DEPC-Wasser - 3 -
NTP labeling mixture 10x 2 1x
Transcription buffer 5x 2 0,5x
RNase inhibitor - 1 -
T3 (antisense-Sonde)
oder - 2 -
T7 (sense-Sonde)

RNase Inhibitor: RiboLock'™, Fermentas Life Sciences; T3: T3 RNA Polymerase; T7: T7 RNA
Polymerase

1. Pipettieren der Komponenten aus Tab. 12 auf Eis.
Komponenten mischen, kurz zentrifugieren und fur 2 h bei 37 °C inkubieren.
2 pl DNase | (RNase-Free DNase; Qiagen, Venlo, Niederlande) zugeben und fiir 15
min bei 37 °C inkubieren um die Template-DNA zu entfernen.
Abstoppen der Reaktion mit 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8,0, siehe 8.1.3).
Zugabe von 2,5 uyl 4 M Lithiumchlorid, mischen, kurz zentrifugieren.

6. Zugabe von 75 pl reinem, eiskaltem Ethanol, mischen, kurz zentrifugieren und Gber
Nacht bei -20 °C zur RNA-Fallung lagern.

7. Reaktionsgefalie bei 13.000x g in Eppendorf-Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)
fir 15 min zentrifugieren und Uberstand vorsichtig abpipettieren.

8. RNA-Pellet mit 50 uyl 70 % Ethanol Uberschichten und 5 min bei 13.000x g

zentrifugieren.
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9. Uberstand abpipettieren und RNA-Pellet vollstindig trocknen lassen.
10. RNA-Pellet mit 100 pl sterilem DEPC-Wasser resuspendieren, aliquotieren und bis zur

Verwendung bei -80 °C lagern.
3.2.6.2 Durchfiihrung der ISH zum Nachweis der viralen RNA

Die In-situ-Hybridisierung wurde in Anlehnung an das von Zurbriggen et al. (ZURBRIGGEN
et al., 1993) etablierte und von Porombka, Werner-Kei§s und Wentz (POROMBKA, 2006;
WERNER-KEISS, 2006; WENTZ, 2009) modifizierte Protokoll durchgefiihrt. Soweit nicht
anders angegeben, wurde bei Raumtemperatur und mit sterilen Glaswaren gearbeitet. Die
Herstellung der Lésungen ist im Anhang (8.1.3) aufgefiihrt. Sie wurden, wenn nicht anders

angegeben, vor dem Gebrauch autoklaviert.

1. Aufziehen der 4 ym dicken Gewebeschnitte auf Superfrost Plus® Obekttréager (R.
Langenbrinck), fir 30 min bei 60 °C im Warmeschrank trocknen lassen.

2. Entparaffinisieren 3 x fur 5 min in Xylol.

3. Rehydrieren in einer absteigenden Alkoholreihe, beginnend mit 5 min Isopropanol,
gefolgt von je 5 min 96 % Ethanol und 70 % Ethanol.

4. Spulen der Schnitte fir 5 min und 1 min in Aqua bidest./DEPC sowie fiir 5 min in PBS.

5. Inkubation der Schnitte fir 20 min in 0,2 M HCI.

6. Waschen 2 x fur 30 min mit 2x SSC + 5 mM EDTA bei 50 °C.

7. Vorbehandlung mit Proteinase K (8.1.3) flir 15 min bei 37 °C.

8. Stoppen der Proteolyse durch Inkubation mit 0,2%igem Glycin-PBS fur 5 min.

9. Inkubation fur 4 min in 4 % Paraformaldehyd (PFA) zur Nachfixierung.

10. Spiulen 2 x fir 1 min mit PBS.

11. Spilen fir 15 min mit PBS + 5 mM MgCl,.

12. Acetylierung mit 0,25 % Acetanhydrid (Fluka, Neu-Ulm) in 0,1M Triethanolamin (Carl
Roth, Karlsruhe), pH 7,5, fir 10 min.

13. Waschen der Schnitte 2 x fiir 1 min und anschlief3end fiir 5 min mit PBS.

14. Prahybridisierung fir mindestens 60 min bei 52 °C in Prahybridisierungspuffer (PHB-
Mix).

15. Hybridisierung fiir ca. 16 Stunden in einer feuchten Kammer im Wa&rmeschrank mit
Hybridisierungspuffer (HB-Mix) und den entsprechenden Sonden in der Konzentration
5 pl Sonde pro 100 pl HB-Mix. Je nach Schnittgrélle werden 30-35 pl auf den
liegenden Schnitt gegeben, das Gewebe mit Gelbond® (Biozym Scientific) abgedeckt
und mit Fixogum® (Marabu, Tamm) abgedichtet.
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16. Posthybridisierungswaschung nach manueller Entfernung der Abdeckung und
Abdichtung in der Glaskivette: Inkubation 2 x fiir 15 min in 6x SSC + 45 % Formamid
bei 42 °C.

17. Spilen der Schnitte 2 x fiir 5 min mit 2x SSC.

18. Verdau der nichtgebundenen RNA mit RNase-Lésung (8.1.3) fir 30 min bei 37 °C.

19. Spilen der Schnitte 2 x flir 5 min in 2x SSC und 2 x fiir 15 min in 0,2x SSC bei 50 °C.

20. Waschen fiir 1 min mit Puffer 1.

21. Inkubation in der Blocking-L&sung (Puffer 2) fur 30 min.

22. Inkubation der liegenden Schnitte mit der DIG-Antikérper-Lésung (8.1.3) fur zwei
Stunden in der feuchten Kammer. Dazu die Objekttrager um das Gewebe herum
abtrocknen und die kurzen Seiten mit einem DAKO-PEN® (Dako) abdichten und je
nach GewebegréfRe 200-300 pl der Antikdrperlésung auftragen.

23. Waschen der Schnitte 2 x fuir 15 min mit Puffer 1 in der Standkiivette.

24. Waschen fir 2 min in Puffer 3.

25. Inkubation fir ca. 16 Stunden in der Farbreaktionslésung im Dunkeln.

26. Spiulen der Schnitte 2 x fiir 10 min mit Puffer 4 im Dunkeln.

27. Spulen 2 x fir 2 min mit Aqua bidest. und anschliel3iend mit Leitungswasser bis zum
Eindecken.

28. Eindecken der Schnitte mit auf 50 °C vorgewéarmter Kaisers Glyceringelatine (Merck,
Darmstadt).

3.2.6.3 ISH der Nasen und Gehirne der intranasal infizierten Ratten

Die In-situ-Hybridisierung wurde bei allen intranasal BDV-infizierten Versuchstieren mit dem
Nasengewebe durchgefiihrt. Bei den Zeitpunkten 18 hpi sowie 4, 7 und 14 dpi wurden
zusatzlich die rostralen Gehirnareale untersucht, da vor 14 dpi noch kein BDV-Antigen im
Gehirn nachgewiesen werden konnte und untersucht werden sollte, ob sich virale RNA oder
MRNA friiher detektieren lasst als das virale Antigen. Als Positivkontrolle wurden Schnitte
des Gehirns eine natirlich BDV-infizierten Pferdes mitgefiihrt. Als Negativkontrolle fir die
Untersuchung des olfaktorischen Epithels bzw. des Gehirns dienten entsprechende Gewebe
von je einer Mock-infizierten Ratte (1 und 14 dpi) sowie Schnitte, die nur mit dem

Hybridisierungsmix inkubiert wurden.

3.2.6.4 Auswertung der ISH

Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch mit einem 20x Objektiv semiquantitativ und

orientierte sich an dem fir die Auswertung der BDV-N-Immunhistologie verwendeten
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Schema. Die verwendeten Tiere sind in Tab. 8 aufgefiihrt. Die verschiedenen Zelltypen des
olfaktorischen Epithels und das Vorhandensein von mRNA oder genomischer RNA wurden

jeweils getrennt bewertet.

0 keine markierten Zellen auf dem Gewebeschnitt
1 bis zu 10 markierte Zellen auf dem Gewebeschnitt verteilt
2 zwischen 10 und 60 markierte Zellen auf dem Gewebeschnitt verteilt oder

in Nestern liegend
3 mindestens 60 markierte Zellen auf dem Gewebeschnitt verteilt oder in

Nestern liegend

Als positive Reaktion wurden hierbei dunkelblaue bis dunkelviolette Farbniederschldge
bewertet, die sich in der gleichen Ebene wie der Gewebeschnitt befanden und in den
Negativkontrollen und in den Mock-infizierten Tieren nicht vorhanden waren. Wie in der
Immunhistologie konnte eine intranukledre und eine zytoplasmatische Reaktion
unterschieden werden. Die intranukledre Reaktion zeigte sich in Form von meist wenigen
intranukledr gelegenen rundlichen Granula. Die zytoplasmatische positive Reaktion zeigte
sich meist in Form einer diffusen oder granularen Farbreaktion des Zytoplasmas und der
Zellfortsatze. Im Gehirn konnte auch hier eine Farbreaktion des Neuropils beobachtet
werden, die diffus oder strahlenférmig um positive Zellen zu finden war, bei der jedoch keine
zelluldaren Komponenten zugeordnet werden konnten. Die Daten flossen in die statistische

Datenanalyse ein (3.2.7).

3.2.7 Statistische Datenanalyse der In-vivo-Infektionsversuche

Die statistische Auswertung wurde von der Arbeitsgruppe Biomathematik und
Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat Gielden
durchgefihrt. Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Infektionsdauer auf das
Vorhandensein von genomischer RNA und mRNA sowie von viralem Antigen hatte (3.2.4.2 ,
3.2.6.4) bzw. wie sich die Infektion in den untersuchten Zelltypen ausbreitete, wurde ein
exakter Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Damit lieRen sich signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Zeitpunkten nach der Infektion herausstellen. Verwendet wurde
hierzu das Programm Cytel Studio StatXact Vers. 9.0.0 (2010). Des Weiteren wurde mit der
Rangkorrelation nach Spearman untersucht, ob es sich bei den Unterschieden im Nachweis
des Antigens, sowie der viralen und der mRNA um einen monotonen Trend handelt oder ob
die Infektion im Laufe der Zeit wieder abnimmt. Dazu wurde das Statistikprogrammpaket

BMDP/Dynamic, Release 8.1 und Programm BMDP3D genutzt. Darliber hinaus wurde eine
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zweifaktorielle Varianzanalyse mit Gruppierung nach Infektion und Zeit fir den Nachweis von
PCNA (3.2.5.2) mit dem Programm BMDP7D durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob der
Untersuchungszeitpunkt oder die BDV- bzw. Mock-Infektion einen Einfluss auf die Zahl der
PCNA-positiven Zellen und damit auf die Proliferation des Epithels haben.

Fir die Bewertung aller statistischen Untersuchungen wurde immer ein Signifikanzniveau
von a=0,05 zugrunde gelegt und Ergebnisse mit einem Wert von p<0,05 als statistisch

signifikant bewertet.

3.3 DISSOZIATIONSKULTUR DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS

Fur die In-vitro-Versuche wurden die unter 3.2.2.1 beschriebenen Tiere im Alter von vier bis
finf Wochen verwendet und unter der internen Nummer 402_M der Justus-Liebig-Universitat

GielRen als Tiere, die zu wissenschaftlichen Zwecken getdtet wurden, gemeldet.

3.3.1 Etablierung der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels

Um zu untersuchen, ob die Zellen des olfaktorischen Epithels der Ratte in vitro mit BDV
infizierbar sind, wurde eine Dissoziationskultur etabliert. Dies erfolgte mit einigen
Modifikationen angelehnt an verschiedene Protokolle (GRILL und PIXLEY, 1997; VARGAS
und LUCERO, 1999b; BRAUCHI et al., 2006). Ein besonderes Augenmerk sollte hierbei auf
die Praktikabilitdt der Durchfiihrung und die Eignung dieser Methode als Ersatz fiir einen

Tierversuch gelegt werden.

3.3.1.1 Beschichtung der Deckgldschen

Fur die Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels wurden Deckglaschen (20x20 mm,
Carl Roth) zunachst fur 5 h im HeiBluftsterilisator sterilisiert und anschliefend mit Poly-L-
Lysin (Molekulargewicht 30.000 - 70.000; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) beschichtet. Die
beschichteten Deckgldschen wurden in der Sterilwerkbank mit einer feinen, sterilen Pinzette
einzeln in sterile Kunststoff-Zellkulturschale mit einem Durchmesser von 3,5 cm (Greiner Bio-
One, Frickenhausen) gelegt. Die Beschichtung erfolgte in Anlehnung an das von Ahlemeyer
et al. etablierte Protokoll (AHLEMEYER und BAUMGART-VOGT, 2005).
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1. Poly-L-Lysin in 1,25 % Bors&ure (Sigma-Aldrich) und 1,91 % Natriumtetraborat (Carl
Roth) in einer finalen Konzentration von 0,1 mg/ml I6sen (Verhaltnis der L6sungen
1:1).

2. L&sung mit einer 20 ml Spritze aufnehmen und mit einem Sterilfilter (0,22 um;
Rotilabo®-Spritzenfilter, Carl Roth) direkt in die vorbereiteten Petrischalen geben (2 mli
pro Petrischale.

3. Inkubation der geschlossenen Petrischalen in der Sterilwerkbank bei Raumtemperatur
Uber Nacht.

4. Poly-L-Lysin abnehmen und Petrischalen 3 x fir 5 min mit sterilem Aqua dest.
waschen.

5. Petrischalen geschlossen fir 5 h in der Sterilwerkbank belassen.

6. Waschen der Petrischalen 3 x fir 5 min mit sterilem Aqua dest.

7. Wasser vollstédndig abnehmen, Petrischalen mit Deckgléschen trocknen lassen.

Die Deckglaschen in den Petrischalen wurden bei Raumtemperatur gelagert und waren bis

zu vier Wochen verwendbar.

3.3.1.2 Kulturbedingungen

Die Kulturen wurden im Brutschrank bei 37 °C in einer 5%igen CO,-Atmosphére mit hoher
Luftfeuchte inkubiert. Als Kulturmedium wurde Neurobasal®A-Medium (Gibco), welches
nach Herstellerangaben mit B-27® Supplement (Gibco) angereichert wurde, verwendet. Fir
die initiale Aussaat der Zellen wurde auRerdem GlutaMAX™ Supplement (Gibco) nach
Herstellerangaben zugesetzt. AuRerdem wurde das Medium mit 1 % Penicillin/Streptomycin
sowie 0,1 % Gentamicin (beides Gibco) supplementiert. Das angesetzte Medium wurde
héchstens 14 Tage lang verwendet. Der Wechsel des Kulturmediums erfolgte jeden zweiten
Tag, wobei stets eine kleine Restmenge des alten Mediums in der Kulturschale belassen

wurde. Insgesamt betrug das Volumen des Kulturmediums ca. 2 ml.

3.3.1.3. Préparation der Dissoziationskultur

In zahlreichen Vorversuchen wurden verschiedene Enzyme und Enzymkombinationen,
verschiedene Protokolle fir den Gewebeverdau sowie verschiedene Beschichtungen der
Deckglaschen getestet (GRILL und PIXLEY, 1997; VARGAS und LUCERO, 1999b;
AHLEMEYER und BAUMGART-VOGT, 2005; BRAUCHI et al., 2006). Die beste
Zellausbeute und die beste Zellmorphologie nach langerer Kulturdauer konnte mit einer
Enzymmischung erreicht werden. Pro ml der Enzymlésung wurden folgende Komponenten

(alle Sigma-Aldrich) frisch in DMEM eingewogen:
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a) Collagenase: 1 mg/mi

b) Dispase IlI: 2,4 U/ml

c) DNase II: 50 ug/ml
In der Regel reichte die aus einer Ratte gewonnene Zellzahl fiir die Aussaat auf 3
Deckglaschen aus. Pro Ratte wurden fir den Enzymverdau 6 ml dieser Lésung in DMEM
frisch angesetzt, mit einem Sterilfilter fiir Spritzen mit einer Porengréfe von 0,22 um filtriert
(Rotilabo®-Spritzenfilter, Carl Roth) und bis zum Gebrauch im Wasserbad bei 37 °C
gelagert. Die Ratten wurden mit CO, betdubt und per Dekapitation getétet. Das Fell wurde
mit 70 % Ethanol desinfiziert und der Kopf anschlieRend enthautet. Die Nase wurde wenige
Millimeter paramedian der Sagittalen mit einer sterilen Allzweck-Bligelsdge erdffnet. Mit
sterilem Praparierbesteck wurden die Conchen sowie das caudale Drittel des Nasenseptums
aus dem Cavum nasi herausgeldst und bis zur weiteren Verwendung in DMEM gelagert. Die
Gewebesticke einer Ratte wurden in die Enzymlésung in einem 13 ml Kunststoff-
Reaktionsgefal® mit rundem Boden (Sarstedt) mit einer abgeflammten Glas-Pasteurpipette
transferiert. Die Inkubation erfolgte in einer Heizkammer mit Rittler (Innova'™2000 Platform
Shaker, New Brunswick Scientific, Enfield, USA) bei 37 °C und bei 80 rpm nach folgendem
Protokoll:

1. Inkubation der ReaktionsgefédRe auf dem Riittler in der Heizkammer 3 x fir 15 min,
nach 15 min die Réhrchen jeweils 5 x schwenken.
Inkubation fir 10 min auf dem Rdttler in der Heizkammer.
Inkubation fir 5 min in der Heizkammer. Ruttler dabei ausschalten damit
Gewebsstlickchen und bereits geléste Zellen absinken kénnen.
Enzymldésung abpipettieren.
Gewebe mit 5 ml DMEM spulen, dazu Inkubation fir 2 min auf dem Ruttler in der
Heizkammer.

6. Zellen in der Heizkammer 3 min absinken lassen, danach Medium abpipettieren und 2
ml Neurobasal®-A Medium zugeben.

7. Gemisch aus Medium und Gewebe mit abgeflammter Glas-Pasteurpipette triturieren
(ca. 50 x auf- und abpipettieren).

8. Uberstand in neues 15 ml Réhrchen mit konischem Boden (Sarstedt) geben, Knochen-
und Knorpelreste verbleiben in altem Rdhrchen und werden verworfen.

9. In der Heizkammer Zellen 5 min absinken lassen.

10. Uberstand uber Zellpellet absaugen, mit 600 pl frischen Kulturmedium resuspendieren.

11. Zellen mit Neubauer-Zahlkammer zahlen.

12. Aussaat von ca. 250000 Zellen pro Deckglaschen (4 cm?).
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13. Inkubation der Zellen fur 20 min im Warmeschrank, damit Zellen absinken und
anheften kénnen.

14. Kulturmedium auf ca. 2 ml aufftllen.

3.3.2 Charakterisierung der Dissoziationskultur
3.3.2.1 Reaktionsbedingungen der Immunfluoreszenz

Zunachst wurden verschiedene Antiseren zur Markierung zelluldarer Komponenten der
primaren Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels getestet. Die verwendeten primaren
Antikérper, deren Verdiinnung sowie Angaben (ber eine erforderliche Permeabilisierung und
das Blocken sind in Tab. 13 gelistet. Die zur Detektion verwendeten und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekundarantikérper sowie 4',6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI, Carl Roth), das zur Kernfarbung genutzt wurde, sind in Tab. 14 aufgefiihrt. Zum
Blocken der unspezifischen Bindungsstellen wurde fir alle Antiseren Ziegenserum (PAA
Laboratories GmbH) verwendet, da die ausgewdahlten fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikérper aus der Ziege stammten. Zur Auswertung der Immunfluoreszenz wurde
das Fluoreszenz-Mikroskop Nikon Eclipse 80i zusammen mit der Software NIS Elements BR

3.2 genutzt. Absorption und Emission der verwendeten Filter sind in Tab. 14 aufgefuhrt.

Tab. 13: Ubersicht iiber die in der Inmunfluoreszenz verwendeten Priméarantikorper

Primérantikorper Klonalitat Verdiinnung Blocken
Bezugsquelle Spezifitit Permeabilisierung
Kaninchen anti Monoklaonal TBS +5 % ZS

neuronales Klasse Il i , o
B-Tubulin (TUJ1) . _ 1:1000 in TBS + 3 % BSA
Mikrotubuli des + 3 % BSA + 0,25 % Triton® X-
, Rattenhirns +5%ZS 100, 20 min
Covance, PYinceton. | Glone TUJT 1-15-79 (gleichzeitig)
Kaninchen anti-glial Polvklonal 5% ZS in TBS, 30
fibrillar acidic protein y A min
(GFAP) 1:50 in TBS
GFAP isoliert aus dem +1 % BSA o) T
bovinen Riickenmark 0.1 % Triton® X-100,
Dako 15 min
S .
Maus anti-Vimentin Monoklonal 5% ZSrlT?ir;I'BS, 30
Dako Vimentin isoliert aus 14_:5100;1 BTglf
der porcinen Linse ° 0,1 % Triton® X-100,
(Auge) 15 min

TBS: tris buffered saline; BSA: bovines Serumalbumin; ZS: Ziegenserum
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Tab. 14: Ubersicht iiber die verwendeten Sekundéarantikérper, DAPI und die
Fluoreszenzfilter

Sekundarantikérper Fluoreszenzfarbstoff Absorption
Bezeichnung Filter
Bezugsquelle Verdiinnung Emission
Cy2 Ziege anti-Kaninchen . i
Cyanin 2 FITC (Fluoresceinisothio- 465-495
Jackson 1:100 cyanat) 515-555
ImmunoResearch
Cy3 Ziege anti-Kaninchen Cyanin 3 540-580
Jackson TxRed (Texas Red)
1:100 600-660
ImmunoResearch
- DAPI DAPI (4',6-Diamidino-2- 340-380
Carl Roth 1:500 phenylindol) 435-485

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Arbeitsschritte bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit 4 % PFA (siehe 8.1.2) in Neurobasal®-A Medium
(Gibco) fur 5 min fixiert. Hierzu wurde das Kulturmedium abgenommen und das
Deckglaschen in der Petrischale fir 5 min mit auf 37 °C erwarmter PBS-L&sung (siehe 8.1.3)
gespult. Die Inkubation der Deckgldschen mit den Antiseren erfolgte in den Deckeln der
Petrischalen. Dazu wurde ein zurechtgeschnittenes Stlickchen Parafiim® M Verschlussfolie
(Brand, Wertheim) in den Deckel gelegt. Hierauf wurde der entsprechende Antikdrper
gegeben. Das Deckglaschen wurde mit einer feinen Pinzette aus der Petrischale
herausgehoben und mit der mit Zellen bewachsenen Seite auf den Parafilmstreifen gegeben.
Fur die Waschschritte wurden die Deckgldschen wieder auf den Schalenboden gelegt und
vorsichtig mit der Spullésung (TBS, siehe 8.1.2) aus einer Spritzflasche betrdufelt. Ab dem
Zeitpunkt des Auftragens des Sekundarantikdrpers, erfolgten die Arbeitsschritte unter

Vermeidung von Tageslicht.

3.3.2.2 Indirekte Immunfluoreszenz zur Darstellung der olfaktorischen Neurone

Die Immuncytochemie wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt, das auf dem von Ziege
(ZIEGE et al., 2013) etablierten Protokoll basiert und fir die oben beschriebenen
Kulturbedingungen modifiziert wurde. Der Primar- und der Sekundarantikérper wurden mit
TBS, dem 3 % BSA und 0,25 % Triton® X-100 (Serva) zugesetzt wurde, verdinnt (Tab. 13,
Tab. 14).
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1. Waschen der Deckglaschen in den Zellkulturschalen 2 x fur 5 min mit TBS.

2. Permeabilisierung der Zellen und gleichzeitiges Blocken der unspezifischen
Bindungsstellen mit 5 % Ziegenserum, 3 % BSA und 0,25 % Triton® X-100 geldst in
TBS fiir 20 min.

Abpipettieren der Flussigkeit.

4. Auftragen des Klasse Il B-Tubulin-Antikérpers in der Verdinnung 1:1000 oder der

TBS-Kontrolle auf den Parafilmstreifen und Aufbringen des Deckglaschen.

Inkubation der Deckglaschen tber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer.

Waschen des Deckglaschens 3 x fir 5 min mit TBS.

Auftragen des Sekundérantikérpers in der Verdinnung 1:100 und Inkubation fur 1 h in
einer dunklen, feuchten Kammer.

Waschen des Deckglaschens 3 x fir 5 min mit TBS.

Auftragen des 1:500 in TBS verdinnten DAPI und Inkubation fir 10 min in einer
dunklen, feuchten Kammer.

10. Waschen des Deckglaschens 2 x fir 5 min mit TBS.

11. Waschen des Deckglaschens fir 5 min mit Aqua dest. zur Entfernung von Salzresten.

12. Deckglaschen vollstédndig trocknen lassen.

13. Aufbringen der Deckgldschen auf Objekttrager und Eindeckeln mit Entellan in Toluen
(Merck).

3.3.2.3 Indirekte Immunfluoreszenz zur Darstellung nicht-neuronaler Zellen

Zur Darstellung der olfaktorischen Hillzellen in der Kultur wurde der polyklonale GFAP-
Antikdrper verwendet. Als Sekundarantikérper wurde der Cy2-markierte Ziege anti-
Kaninchen-Antikdrper genutzt. Die Fibroblasten der Kultur wurden mit einem Maus anti-
Vimentin  Antikérper und dem Cy3-markierten Ziege anti-Maus-Sekundarantikdrper
dargestellt. Die Immunfluoreszenz erfolgte entsprechend des unten beschriebenen

Protokolls, in Anlehnung an die Protokolle der Firma Abcam pilc.

Waschen der Deckglaschen in den Zellkulturschalen 2 x fir 5 min mit TBS.
Permeabilisierung der Zellen mit 0,1 % Triton® X-100, gelést in TBS fiir 15 min.
Waschen der Deckglaschen in den Zellkulturschalen 3 x fir 5 min mit TBS.

Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit 5 % Ziegenserum in TBS fur 30 min.

a & 0N =

Auftragen des primaren Antiserums oder der TBS-Kontrolle in der entsprechenden
Verdinnung auf den Parafilmstreifen und Aufbringen des Deckglaschens.
6. Weiter, wie in den Schritten 5. bis 13. unter 3.3.2.2 beschrieben.
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3.3.2.4 Quantifizierung ausgewébhlter zellul&drer Komponenten

Zur Bestimmung des Anteils der olfaktorischen Neurone an der Gesamtzellzahl in der
primdren Kultur wurde die Kultur zu den Zeitpunkten 4 h, 24 h, 2 d, 4 d und 7 d nach der
Praparation wie unter 3.3.2.1 aufgefiihrt fixiert. Anschlielfend wurde die unter 3.3.2.2
beschriebene Immunfluoreszenz durchgefiihrt und die mittels des Klasse Il B-Tubulin-
Antikdrpers markierten olfaktorischen Neurone gezéhlt. Als Neurone wurden alle Zellen
gezahlt, die einzeln oder in Gruppen lagen, einen mit DAPI-markierten blauen, runden
Zellkern aufwiesen und leuchtend griine Zellfortsdtze besafllen. Die Morphologie der
Neurone entsprach der Morphologie der olfaktorischen Neurone in anderen Studien
(PIXLEY, 1996; CHEN et al., 2008). Zusatzlich wurden die anhand ihrer Morphologie
identifizierbaren olfaktorischen Hullzellen gezahlt. Sie wurden aufgrund ihres spindelférmigen
Zellkorpers, der schemenhaft durch eine leichte dunkelgrine Anfarbung des Zytoplasmas
erkannt werden konnte, sowie des ovalen Zellkerns identifiziert. Die Morphologie dieses
Zelltyps wurde zuvor mittels einer GFAP-Immunfluoreszenz (siehe 3.3.2.3) bestatigt und
entsprach ebenfalls derer aus anderen Veréffentlichungen (OMAR et al., 2013; ZIEGE et al.,
2013).

3.3.2.5 Auswertung

Zur Bestimmung ausgewahlter Komponenten der Dissoziationskultur des olfaktorischen
Epithels wurden pro Deckgldschen so viele Gesichtsfelder in der 200x-Vergréerung
gezahlt, bis mindestens 200 Zellen zur Beurteilung vorlagen. Pro Untersuchungszeitpunkt
wurden 3 Deckgldschen ausgezahlt, sodass insgesamt mindestens 600 Zellen zur
Auswertung vorlagen. Dieser Versuch wurde insgesamt 3 Mal wiederholt, wobei jedes Mal
eine neue Préaparation ausgewertet wurde. So konnte auch die Reproduzierbarkeit der

ausgewahlten Praparationsmethode getestet werden.
3.3.4 BDV-Infektion der Dissoziationskultur

3.3.4.1 BDV-Infektion

Zur Infektion der Dissoziationskultur wurde die unter 3.2.1.5 beschriebene Virussuspension
verwendet. Das Kulturmedium wurde hierzu abgenommen und die Zellen wurden mit 2 ml
der 1:100 in Kulturmedium verdiinnten Virussuspension Uberschichtet und 1 h bei 37 °C im
Warmeschrank inkubiert. AnschlieBend wurde die Virussuspension abgenommen und die

Zellen wurden fir 5 min mit vorgewarmten Kulturmedium gespiilt. Danach wurden die Zellen
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wieder mit 2 ml Kulturmedium Uberschichtet. Die Kulturbedingungen entsprachen denen der

nicht-infizierten Anséatze (siehe 3.3.1.2).

3.3.4.2 Indirekte Immunfluoreszenz (IF) zum Nachweis von BDV-N

Zur Darstellung von BDV-N wurde eine IF mit dem monoklonalen Antikérper Bo18 (3.2.4.1)
analog zu dem Protokoll unter 3.3.2.3 durchgefiihrt. Der Primarantikérper wurde 1:100 in
TBS mit 1 % BSA verdiinnt. Als Sekundarantikérper diente der Cy3-gekoppelter Antikdrper in

der Verdiinnung 1:100. Zur Kernférbung wurde auch hier auf DAPI zurtickgegriffen.

3.3.4.3 Auswertung der BDV-Infektion

Die infizierten Zellen wurden zu den Zeitpunkten 4, 7, 10 und 14 dpi mit 4 % PFA in
Neurobasal®-A Medium bei Raumtemperatur fixiert. Zuvor wurde, wie bei der nicht-
infizierten Zellkultur auch, das Kulturmedium abgenommen und das Deckglaschen mit 37 °C
warmer PBS-Lésung gespullt. Pro Zeitpunkt wurden hier auf drei Deckglaschen jeweils
mindestens 200 Zellen ausgezéhlt, sodass insgesamt 600 Zellen pro Zeitpunkt ausgewertet
wurden. Die Infektionskinetik wurde insgesamt drei Mal durchgefihrt, dabei wurden jeweils
verschiedene Praparationsansatze fir die Infektion verwendet. Als infiziert wurden die Zellen
bewertet, die ein oder mehrere intranukledre Granula mit roter Fluoreszenz aufwiesen.
Gleichzeitig zeigten diese Zellen oft auch eine diffuse leuchtend rote Anfarbung des
Zytoplasmas. Als Negativkontrollen wurden bei jeder Préparation ein oder zwei nicht

infizierte Ansatze auf die gleiche Weise untersucht.

3.3.4.4 Doppelmarkierung zum Nachweis von B IllI-Tubulin und BDV-N

Bei den friihen Infektionszeitpunkten 4 und 7 dpi wurde bei ausgewahlten Proben eine
Doppelmarkierung zur simultanen Visualisierung der mit B [ll-Tubulin markierten
olfaktorischen Neurone und BDV-N durchgefihrt. Es wurde entsprechend des folgenden
Protokolls, basierend auf dem fir die Immunfluoreszenz der olfaktorischen Neurone
angewendetem Protokoll (siehe 3.3.2.2), vorgegangen und fiir die simultane Inkubation mit
zwei primédren Antiseren entsprechend der von der Firma Abcam plc empfohlenen

Vorgehensweise modifiziert.

1. Waschen der Deckglaschen in den Zellkulturschalen 2 x fir 5 min mit TBS.

2. Permeabilisierung der Zellen und Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit 5 %
Ziegenserum und 3 % BSA gel6st in TBS fur 20 min.

3. Abpipettieren der Flissigkeit.
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4. Mischen des Klasse Ill B-Tubulin- und des Bo18-Antikérpers in den entsprechenden
Verdinnung in TBS mit 3 % BSA und 0,25 % Triton® X-100. Auftragen des Gemischs
oder der TBS-Kontrolle auf den Parafilmstreifen und Aufbringen des Deckglaschen.
Inkubation der Deckglaschen Gber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer.

Waschen des Deckglaschens 3 x fiir 5 min mit TBS.

Mischen der Sekundérantikérper Cy2 Ziege anti-Kaninchen und Cy3 Ziege anti-Maus
in der entsprechenden Verdiinnung in TBS mit 3 % BSA und 0,25 % Triton® X-100.
Auftragen des Gemisches auf den Parafilmstreifen und Aufbringen des Deckglaschen.

8. Weiter entsprechend der Schritte 8. bis 13. wie unter 3.3.2.2 beschrieben.

3.4 ORGANOTYPISCHEN GEWEBEKULTUR DES OLFAKTORISCHEN
EPITHELS

3.4.1 Etablierung der organotypischen Gewebekultur

Die organotypische Gewebekultur wurde etabliert, um die Infektion mit dem BDV in einem In-
vitro-System zu untersuchen, das den natirlichen Gegebenheiten sehr nahe kommt. So
kann sich das Virus in einem Gewebe ausbreiten und die natirliche Infektion am besten
widerspiegeln. Als Grundlage dienten verschiedene Protokolle, die in Vorversuchen
modifiziert wurden (GONG et al, 1996; KANAKI et al., 2000; GOETZE et al., 2002;
MARKOPOQULOS et al., 2008; IMBSCHWEILER et al., 2012). Es zeigte sich, dass der
Gewebeerhalt am zufriedenstellendsten war, wenn Cell culture inserts (EMD Millipore) in
Kunststoff-Petrischalen (Greiner Bio-One) verwendet wurden. Aullerdem wurde eine
verbesserte Morphologie und eine einfachere Orientierung des Gewebes bei der
histologischen Aufarbeitung ermdglicht, wenn Knochen- und Knorpelreste am Weichgewebe

belassen und nicht abgezogen wurden.

3.4.1.1 Kulturbedingungen

Die Kulturen wurden im Brutschrank bei 37 °C in einer 5%igen CO,-Atmosphare mit hoher
Luftfeuchte inkubiert. Als Kulturmedium wurde, wie auch bei der Dissoziationskultur des
olfaktorischen Epithels, Neurbasalmedium-A® Medium verwendet. Dieses wurde nach
Herstellerangaben mit B-27®-Supplement angereichert (beides Gibco). Aufterdem wurde
das Medium mit 1 % Penicillin/Streptomycin sowie 0,1 % Gentamicin (beides Gibco)
versetzt. Das angesetzte Medium wurde héchstens 14 Tage lang verwendet. Der Wechsel
des Kulturmediums erfolgte jeden Tag. 1,1 ml des Mediums wurden hierfiir in den Spalt
zwischen Cell culture insert und Petrischale gegeben, sodass an die Membran angehaftete

Gewebestlicke nicht losgelést werden konnten.
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3.4.1.2 Préparation

Zur Vorbereitung wurden die Cell culture inserts in Petrischalen mit einem Durchmesser von
3,5 cm gegeben. Die Membran wurde mit einem Tropfen Kulturmedium benetzt, 1 ml des
Mediums wurde in den Spalt zwischen Petrischale und Cell culture insert gegeben. Diese
Kulturgefalle wurden bis zum Gebrauch im Zellkultur-Brutschrank gelagert. Die Ratten
wurden wie unter 3.2.1.4 und 3.2.2.6 beschrieben euthanasiert, dekapitiert, enthautet und
das olfaktorische Epithel wurde gewonnen. AnschlieBend wurde das Gewebe mit auf 37 °C
erwarmten Kulturmedium gespilt. Unter einem binokularen Mikrosko (Carl Zeiss, Jena)
wurde mit einer feinen, gebogenen Pinzette und einer feinen Schere die Conchen samt
knécherner und knorpeliger Unterlage, sowie das caudale Drittel des Nasenseptums
herausprépariert und mit einer sterilen Skalpellklinge zerteilt. Die Gewebestlicke wurden auf

die Membran des Cell culture inserts verbracht ohne die Membran zu berihren.

3.4.2 BDV-Infektion der organotypischen Gewebekultur

3.4.2.1 Infektion

Zur Infektion der organotypischen Gewebekultur wurde die unter 3.2.1.5 beschriebene
Virussuspension verwendet. In Vorversuchen wurde ein geeignetes Protokoll fur die Infektion
mit dem BDV erarbeitet. Die Virussuspension wurde wie bei der Infektion der
Dissoziationskultur (siehe 3.3.4.1) 1:100 mit dem Kulturmedium verdinnt und mit den
Gewebestlicke fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Hierzu wurde das Kulturmedium abgenommen
und 2 ml der verdinnten Virussuspension langsam auf die sich auf der Membran
befindlichen Gewebeproben aufgetrdufelt und in den Spalt zwischen Petrischalenrand und
Cell culture insert eingegeben. AnschlieRend wurde die Virussuspension abpipettiert und die
Gewebeproben fir 5 min mit 2 ml des Kulturmedium gespult. Zuletzt wurden 1,1 ml des

Mediums, wie unter 3.4.1.1 beschrieben, zugegeben.

3.4.2.2. Immunhistologischer Nachweis von BDV-N

Die Proben der organotypischen Gewebekultur wurden nach den Zeitpunkten 4, 7, 10 und 14
dpi mit 4 % PFA (siehe 8.1.3) fur 30 min bei Raumtemperatur fixiert und der Paraffin-
Routineeinbettung zugefihrt. Waren noch deutliche Knochenanteile in den Gewebestiicken
vorhanden, wurde das Gewebe fiir 24 Stunden mit EDTA (siehe 8.1.1) entkalkt. Vor dem
Einbettprozess wurde das Gewebe Uber Nacht in Leitungswasser gewassert. Die weitere
Aufarbeitung der Gewebeproben und die Durchflihrung der Immunhistologie zum Nachweis
von BDV-N erfolgte wie unter 3.2.3.1 und 3.2.4.1 beschrieben.
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3.4.2.3 In-situ-Hybridisierung zum Nachweis viraler RNA

Nach der Fixierung und routinemafligen Einbettung (3.4.2.2) erfolgte die ISH entsprechend
des unter 3.2.5.2 beschriebenen Vorgehens. Untersucht wurden hierbei die Zeitpunkte 4, 7,

10 und 14 Tage nach der Infektion.

3.5 CO-KULTUR AUS OLFAKTORISCHEM EPITHEL UND OLFAKTORISCHEN
HULLZELLEN

Die Kultur der caninen olfaktorischen Hiillzellen (olfactory ensheathing cells, OECs) wurde
freundlicherweise von Herrn Professor Wewetzer, Institut fir Funktionelle und Angewandte
Anatomie, Medizinische Hochschule Hannover und Herrn Professor Baumgartner, Institut fur
Pathologie, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover, zur Verfigung gestellt. Die
Kulturbedingungen und Arbeitsschritte wie das Passagieren wurden bereits von Ziege et al.
(ZIEGE et al., 2013) etabliert.

3.5.1 Kulturbedingungen der OECs

Angelehnt an die Kulturbedingungen von Ziege et al. (ZIEGE et al., 2013) wurden die Zellen
in 25 cm? Kulturflaschen (Sarstedt) bei 37 °C und einer 5 % CO,-Atmosphéare im feuchten
Warmeschrank kultiviert. Als Kulturmedium wurden 5 ml DMEM (high glucose, Gibco)
verwendet und mit 10 % FCS (fetal calf serum), sowie mit 5 % Penicillin/Streptomycin
(Gibco) supplementiert. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage, eine Passagierung der

Zellen erfolgte wdchentlich.

3.5.1.1 Beschichtung der Zellkulturflaschen

Um eine bessere Anheftung der Zellen zu gewéahrleisten, wurden 25 cm? Kulturflaschen
(Sarstedt) mit Poly-L-Lysin (Molekulargewicht 70.000 - 150.000, Sigma-Aldrich) in der
Konzentration 0,1 mg/ml gelést in sterilem Aqua dest. beschichtet. Dazu wurden 2 ml dieser
Ldsung in die Flaschen gegeben und Uber Nacht im Warmeschrank bei 37 °C inkubiert. Die
Lésung wurde abpipettiert, die Flaschen 3 x fur 5 min mit sterilem destilliertem Wasser
gespult und in der Sterilwerkbank bis zur vollstdndigen Trocknung aufbewahrt. Die Lagerung

erfolgte bis zum Gebrauch bei Raumtemperatur.
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3.5.2 BDV-Infektion der OECs

3.5.2.1 BDV-Infektion

Um zu testen, ob die OECs mit dem rattenadaptierten BDV (siehe 3.2.1.5) infizierbar sind,
wurden die Zellen in einer Dichte von 250000 Zellen pro 4 cm? Kulturfliche auf
Deckglaschen ausgesét. Die Infektion wurde einen Tag nach der Aussaat entsprechend des
unter 3.3.4.1 beschriebenen Protokolls durchgefiihrt. Anstelle des dort beschriebenen
Kuturmediums wurde hier die Virussuspension mit DMEM (Gibco) 1:100 verdinnt. Ausgesét
wurden in diesem Versuch Zellen der Passagen 5 und 6 nach dem Auftauen. 6 Tage nach
der Infektion wurden die Zellen fir 5 min bei Raumtemperatur mit 4 % PFA (siehe 8.1.2)
fixiert. Zuvor wurde das Kulturmedium abgenommen und die Zellen wurden fur 5 min mit
warmer PBS-Lésung gewaschen. Nach dem Fixieren wurden die Zellen in den Petrischalen
mit kaltem PBS Uberschichtet und bei 4 °C im Kihlschrank bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

3.5.2.2 Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis von BDV-N

Der Nachweis der BDV-Infektion erfolgte analog zu dem unter 3.3.4.2 beschriebenen

Verfahren mittels indirekter Immunfluoreszenz.

3.5.2.3 Auswertung

Die Auswertung erfolgte 6 Tage nach der Infektion, da aus der Kultur des olfaktorischen
Epithels der Ratte bekannt war, dass zu diesem Zeitpunkt bereits eine sicher identifizierbare
intranukledre Kernreaktion in den OECs zu finden war. Zur Bewertung wurden fir die
Passage 5 und 6 je rund 300 Zellen auf 5 Deckglaschen ausgezahlt. Als infizierte Zellen
wurden diejenigen gezahlt, die ein oder mehrere intranukledre Granula mit roter Fluoreszenz
aufwiesen. Gleichzeitig zeigten diese Zellen auch eine diffuse leuchtend rote Anfarbung des
Zytoplasmas. Als Negativkontrollen wurden zwei nicht infizierte Ansatze auf die gleiche

Weise untersucht.

3.5.3 Co-Kultur aus olfaktorischem Epithel und OECs

Um den Einfluss der OECs auf den Verlauf einer Infektion mit dem BDV weitergehend zu
untersuchen, wurde eine Co-Kultivierung der OECs mit der Dissoziationskultur des
olfaktorischen Epithels durchgefiihrt. Da in der Mischkultur des Riechepithels bereits anteilig
OECs vorhanden waren, sollte der Anteil dieses Zelltyps an der Gesamtzellzahl erhéht

werden. Dabei wurden verschiedene Mengenverhélinisse von OECs und Zellen des
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olfaktorischen Epithels auf einem Deckgldschen ausgeséat, mit BDV infiziert und 4 sowie 7
dpi untersucht. Zum Vergleich erfolgte die Untersuchung an einer reinen Kultur der OECs
und der Zellen des olfaktorischen Epithels (OE) der Ratte. Als Negativkontrollen wurden
nicht-infizierte Anséatze der verschiedenen Mischverhaltnisse und der Ausgangskulturen zu

den verschiedenen Zeitpunkten untersucht.

3.5.3.1 Kulturbedingungen

Als Kulturmedium diente Neurobasal®-A Medium (Gibco). Der Mediumwechsel erfolgte
jeden zweiten Tag, die Gbrigen Kulturbedingungen entsprachen den obigen (siehe 3.3.1.2).

Zur Vorbereitung der Co-Kultivierung wurden die OECs an das serumfreie Kulturmedium der
Zellen des olfaktorischen Epithels gewéhnt. Hierzu wurde Uber einen Zeitraum von einer
Woche alle ein bis zwei Tage ein Mediumwechsel durchgefiihrt, bei dem das DMEM (Gibco),
dem urspringlich 10 % FCS zugesetzt wurde, jeweils durch 1 bis schlieBlich 5 mi
Neurobasal®-A Medium (Gibco), supplementiert mit B-27® Supplement (Gibco), ersetzt

wurde.
3.5.3.2 Préparation der Co-Kultur

Um eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Kulturansatze zu gewéhrleisten, wurden auf
jedes Deckglaschen von 4 cm? Kulturflache insgesamt 250000 Zellen ausgesét. Folgende
Anséatze und Mischverhéltnisse wurden untersucht:

1. Reine Kultur des OE

2. Reine Kultur der OECs

3. Kultur des OE:OECs 3:1

4. Kultur des OE:OECs 1:1
Pro Ansatz wurden flir die Zeitpunkte 4 und 7 dpi je drei Deckglaschen untersucht. Als
nichtinfizierte Kontrolle wurde je Mischverhéltnis bzw. je Kultur und Zeitpunkt ein
Deckglaschen mitgeflhrt, um eine BDV-Kontamination wahrend der Kultivierung und der
RNA-Isolierung auszuschliel3en. Insgesamt wurde die Praparation zwei Mal durchgefihrt.
Die Praparation und die Aussaat der Zellen des olfaktorischen Epithels erfolgten nach der
unter 3.3.1.3 beschriecbenen Methode und nach den oben beschriebenen
Mischverhaltnissen. 20 Minuten nach der Aussaat wurden 2 ml Neurobasal®-A Medium
zugegeben und die Zellen in den Warmeschrank verbracht. Am folgenden Tag erfolgte die
Zugabe der OECs. Hierzu wurde das Kulturmedium abgenommen und die entsprechende
Zellzahl an OECs auf das Deckglaschen gegeben. Nach einer Anheftungszeit von 20 min

wurde die Petrischale mit 2 ml Kulturmedium aufgefiillt.
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3.5.3.3 BDV-Infektion der Co-Kultur

Die Infektion erfolgte 4 Stunden nach der Aussaat der OECs nach der unter 3.5.2.1

beschriebenen Methode.

3.5.4 Nachweis von viraler RNA mittels quantitativer real time RT-PCR (qPCR)

Die Auswertung der Co-Kultur erfolgte mittels einer quantitativen real time RT-PCR, die von
Porombka (POROMBKA, 2006) etabliert und auf Sensitivitdt und Spezifitat getestet wurde.
Die Versuchsbedingungen wurden von Kehr (KEHR, 2015, eingereicht) modifiziert. Diese
Methode erlaubt eine absolute Quantifizierung und einen Vergleich der in den BDV-
infizierten Kulturen vorhandenen viralen bzw. genomischen RNA und der mRNA. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen auf die fir das BDV-N kodierenden RNA
und den entsprechenden genomischen Abschnitt beschrankt.

Zur Auswertung und zur Quantifizierung der BDV-spezifischen Transkripte wurde zunéchst
die RNA aus der Zellkultur mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) isoliert. Danach wurde der
RNA-Gehalt mit dem Nanodrop 2000 Spektrophotometer (Thermo Fisher) gemessen. Das
Umschreiben der RNA erfolgte in einer reversen Transkriptionsreaktion (RT-Reaktion) mittels
QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen). Abweichend von den Herstellerangaben
wurde ein Schritt mit einer spezifischen Primeranlagerung eingefligt, um spezifisch
genomische RNA oder mRNA nachzuweisen. Die so gewonnene cDNA wurde schliellich in
die real time PCR eingesetzt. Folglich handelt es sich bei dieser Methode um eine two-step-
PCR.

3.5.4.1 RNA-Isolierung

Zu den Zeitpunkten 4 und 7 Tage nach der Infektion wurde die RNA aus den Zellen isoliert.
Die Durchflihrung entsprach dem Protokoll von Porombka (POROMBKA, 2006), das auf der
Methode von Chomczynski und Sacchi (CHOMCZYNSKI und SACCHI, 1987) sowie den
Herstellerangaben von Qiagen bezuglich des verwendeten RNeasy Mini Kits beruhte. Der
DNA-Verdau wurde mit dem RNase-free DNase Set (Qiagen) durchgefiihrt.

Die RNA-Isolierung fand in einer Sterilwerkbank statt. Zur Beseitigung mdglicher RNasen
wurden vor Beginn Arbeitsoberflichen und -gerdte zunachst mit 70%igem Ethanol
desinfiziert und mit RNase away (ready to use, Carl Roth) gereinigt. Alle Arbeitsschritte
erfolgten bei Raumtemperatur, sofern nicht anders angegeben. Es wurden sterile
Eppendorfgefalie und sterile gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Die Chemikalien TRIzol®

Reagent (Life Technologies), Chloroform (Carl Roth) und B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)

83



Material und Methoden

wurden in den bendtigten Mengen unter einem Abzug pipettiert. Zum Zentrifugieren der

Reaktionsgefalle wurde die Eppendorf-Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg) genutzt.

Die Isolierung erfolgte nach dem unten beschriebenen Protokoll wie folgt:

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.
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Abnehmen des Zellkulturmediums.
Waschen der Petrischalen mit auf 37 °C erwarmtem sterilen PBS.
Zum Aufschlielen der Zellmembran 600 ul Trizol in die Petrischale geben und mit
einem Zellschaber die Zellen durch mehrfaches Hin- und Herschieben vom
Deckglaschen I6sen.
Trizol mit einer 1000 ul-Pipette auf- und abpipettieren bis eine viskése Konsistenz
erreicht ist.
Uberfiihren der Lésung in ein 2 ml Kunststoff-ReaktionsgefaR, Inkubation fiir 3 min.
240 pl Chloroform hinzufiigen und fur 15 s kraftig schitteln und anschlie®end fur 3 min
inkubieren.
Zentrifugieren bei 12.000x g fur 15 min zur Auftrennung des Gemischs in drei Phasen:
1. obere klare, farblose Phase mit RNA, 2. Intermediarphase mit DNA, 3. organische
Phase mit DNA und Proteinen.
Abpipettieren der oberen Phase (ca. 300 ul) und Verbringen in ein neues 2 ml
Eppendorfgefald.
335 ul Isopropanol zugeben und Gemisch bis zum Verschwinden der Schlieren auf-
und abpipettieren.
Inkubation Uber Nacht bei -20 °C zum Ausféllen der RNA.
Zentrifugieren des EppendorfgefafRes bei 12.000x g flr 10 min zur Bildung eines RNA-
Pellets.
Uberstand abnehmen und verwerfen.
Spulen des RNA-Pellets mit 150 pl 70%igem Ethanol.
Zentrifugieren des Pellets bei 14.000x g ftr 10 min.
Abnehmen der FlUssigkeit und Pellet in der Sterilwerkbank trocknen lassen.
Zur Verwendung des RNeasy Mini Kits (Qiagen) das unten beschriebene
Puffergemisch ansetzen. Fiir eine Probe werden bendtigt:

a. 350 yl RLT-Puffer

b. 350 pl 70 % Ethanol zum Aktivieren der Sdulchenmembran

c. 3,5 pl B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) zum Inaktivieren von

RNasen

Das Pellet in 350 ul RLT-Puffer mit zuvor zugesetzten 3,5 ul B-Mercaptoethanol durch
Auf- und Abpipettieren resuspendieren. AnschlieBend mit 350 pyl 70% Ethanol

vermischen.
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18. 700 ul des Gemischs auf die in einem 2 ml Collection Tube befindliche SpinColumn
geben.

19. Zentrifugieren bei 8.000x g fur 15 s, den Durchfluss verwerfen.

20. SpinColumn wieder auf Collection Tube setzen 350 ul RW1-Puffer aus dem Kit auf die
Saule geben.

21. Zentrifugieren bei 8.000x g fir 15 s, den Durchfluss verwerfen und SpinColumn wieder
auf das bereits verwendete Collection Tube setzen.

22. Fir den DNase I-Verdau pro Probe der nach Herstellerangaben (Qiagen) angesetzten
DNase |-Stammlésung mit 70 pl RDD buffer mischen, auf die Membran der Saule
geben und fur 15 min inkubieren.

23. 350 pyl RW 1 buffer auf die Séule geben und bei 8.000x g fur 15 s zentrifugieren.
Anschlie3end das Collection Tube samt Durchfluss verwerfen.

24. Spin Column in ein neues Collection Tube setzen, 500 ul RPE-Puffer zugeben und bei
8.000x g 15 s zentrifugieren. Anschlielend den Durchfluss verwerfen.

25. Schritt 24 in gleichem Collection Tube wiederholen.

26. Séaule in gleiches Collection Tube setzen und bei der maximalen Zentrifugalkraft 1 min
lang zum Trocknen der Sdule zentrifugieren. Danach Collection Tube und Durchfluss
verwerfen.

27. Séaule auf 1,5 ml Collection Tube setzen, 30 yl RNase free water aus dem Kit auf
Membran geben, 1 min bei 8.000x g zentrifugieren zum Herauslésen der RNA aus
dem Spin Column.

Anschlielend wurde die RNA-Konzentration mit dem Nanodrop 2000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher) gemessen. Als Nullwert wurde das RNase-freie Wasser aus dem Kit

verwendet. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.5.4.2 RT-Reaktion

Das Umschreiben der RNA in cDNA erfolgte nach dem Protokoll von Prorombka
(POROMBKA, 2006) und wurde mittels QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen) und
dem Multicycler® PTC 200 (Biozym Scientific) durchgefiihrt. Zusatzlich zu den
Herstellerangaben beinhaltete dieses Protokoll einen Schritt, in dem jeweils spezifische
Primer angelagert wurden. So wurde mit dem antisense-Primer RNA positiver Polaritat
(+ssRNA, mRNA) in cDNA und mit dem sense-Primer RNA negativer Polaritat (-ssRNA) in
cDNA umgeschrieben. Fir die RT-Reaktion des housekeeping-Gens GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) wurde nur der antisense-Primer verwendet,
um so eine cDNA zu generieren, die der korrespondierenden mRNA entspricht. Die
verwendeten Primer sind in Tab. 15 aufgefiihrt. Von Porombka et al. (POROMBKA et al.,
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2008b) konnte dabei gezeigt werden, dass bei einheitlichen Reaktionsbedingungen und
einer einheitlichen RNA-Ausgangsmenge eine vergleichbare Menge cDNA synthetisiert wird,
auch wenn Primer mit unterschiedlicher Spezifitat verwendet werden. Soweit nicht anders
angegeben, wurden die Arbeitsschritte auf Eis durchgefihrt. Um das Pipettieren der drei
unterschiedlichen RT-Reaktionen zu erleichtern, wurde die RNA-Menge vorab mit RNase-
freiem Wasser auf die gewiinschte Konzentration eingestellt, sodass immer das gleiche
Volumen eingesetzt werden konnte. Aufgrund des sehr niedrigen RNA-Gehalts wurde in jede
der drei RT-Reaktionen 36 ng RNA bzw. die maximal erreichbare Menge eingesetzt. Da die
Proben spéater mit dem houskeeping gene GAPDH normalisiert wurden, beeinflussten diese

Unterschiede nicht die Versuchsergebnisse.

Tab. 15: Ubersicht tiber die verwendeten Primer und Sonden fiir die RT-Reaktion und
die quantitative real time PCR

Primer /| TagMan®-Sonde Konzentration GenBank® Accession-

(nM) Nummer
Sequenz (5' - 3')
(Lange / Position)
*BDV-N sense (p332)
200
CGG GTA TAG GGC ATG AGA AGG ATA

*BDV-N antisense (p333) AF158629

300
CAAGGC TGG GCGTTACTG TAT G (96 bp / 87-428)
BDV-N probe
200
CGC CGT GAC TGG TCT AAC AAT GCC ACT
GAPDH sense (p338)
100
GGT CTA CAT GTT CCAGTATGACTCT
*GAPDH antisense (p339) 100 NMO017008
GTT GAT GAC CAG CTT CCC ATT CT (82 bp /972-1053)
GAPDH probe
100
CGG CAA GTT CAA CGG CAC AGT CAA GGC

BDV-N: BDV-Nukleoprotein; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; p334, p335,
p338, p339: interne Primerbezeichnungen; bp: Basenpaare; probe: TagMan®-Sonde; *: Verwendung
fur die RT-Reaktion

Die Komponenten der RT-Reaktion und die durchgefiihrten Schritte sind in Tab. 16
zusammengefasst. Die Reaktion wurde entsprechend des folgenden modifizierten Protokolls

durchgefiihrt, das auf den Herstellerangaben basiert:
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1. Eliminierung genomischer DNA (gDNA)

Folgende Komponenten wurden fiir jede Probe in ein Kunststoff-Reaktionsgefall pipettiert
und gut durchmischt. Die Gesamtmenge fiir diesen Schritt des Protokolls betrug 14 pl.

2 pl gDNA Wipeout Buffer (7x)

9 ul der Template RNA in der voreingestellten Konzentration

3 ul RNase-free water
Es erfolgte eine Inkubation im Heizblock (AccublockT'VI Mini, Labnet International, Edison,
USA) fiir 2 min bei 42 °C. Danach wurden die Proben sofort auf zerkleinertes Eis verbracht.

2. Anlagerung des spezifischen Primers

Dem obigen Ansatz wurde 1 ul des jeweiligen spezifischen Primers zugesetzt und das
Gemisch wurde fur 5 min bei 70 °C im Thermocycler (Biomed, OberschleiRheim) inkubiert.
Danach wurde das Kunststoff-Reaktionsgefaly sofort wieder auf Eis verbracht.

3. Zugabe des Reverse-Transcription Master Mix fur die RT-Reaktion

Zugabe des RT-Mastermix, pro Ansatz bestehend aus folgenden Komponenten:

1 pl Quanitiscript Reverse Transcriptase

4 ul Quantiscript RT Buffer
Der gesamten RT-Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl wurde gut
durchmischt und im Multicycler® PTC 200 (Biozym Scientific) fir 15 min bei 42 °C,
anschlief3end fur 3 min bei 95 °C inkubiert und schlieRlich bis zur Entnahme der Proben aus
dem Gerét bei 4 °C inkubiert.

Tab. 16: Ubersicht liber die Komponenten und Schritte der RT-Reaktion

Komponente Konzentra"tlon der Volumen Konzentration/Menge
Stammlésung pro Ansatz

1. Eliminierung
genomischer DNA

(gDNA)
gDNA Wipeout Buffer 7X 2 ul 1x
RNase-free water 3ul
Template RNA 4 ng/ul 9 ul 36 ug

2. Anlagerung des
spezifischen
Primers

Spezifischer Primer 15 uM 1 ul 0,75 uM

3. Reverse-
transcription master
mix fiir die RT-
Reaktion

Quantiscript Reverse

Transcriptase Tl
Quantiscript RT
Buffer 5x 44 1x
Gesamtvolumen 20 pl
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3.5.4.3 Quantitative real time Polymerase Kettenreaktion (QPCR)

Die Reaktionsbedingungen fir die qPCR entsprachen denen von Porombka (POROMBKA,
2006; POROMBKA et al., 2008b) und wurden von Kehr (KEHR, 2015, eingereicht)
modifiziert. In Tab. 15 sind die verwendeten Primer sowie der zugehérigen Sonden mit ihren
Konzentrationsangabe aufgefiihrt.

Bei den Sonden handelt es sich um 5-FAM-3-TAMRA-markierte TagMan®-Sonden
(Eurogentec SA, Seraing, Belgien). Die gPCR wurde in dem Thermocycler Rotor-Gene® Q
(Qiagen) und mit dem Rotor-Gene® Probe PCR Kit (Qiagen) durchgefihrt. Die absolute
Kopienzahl der Sequenzen genomischer und mRNA wurden anhand der
Standardverdinnungsreihen (Herstellung der Standardverdiinnungsreihen siehe unten), die
bei jedem Lauf in den Mengen 10° bis 10® Kopien im Doppelsatz mitgefihrt wurden,
automatisch von der zugehérigen Software des Rotor-Gene® Thermocyclers berechnet. Die
Kopienzahl der cDNA des housekeeping genes GAPDH wurde gleichzeitig fir jede Probe
ermittelt, um eine Normalisierung der berechneten Kopienzahlen fir BDV-N durchfiihren zu
kénnen. Auch fir die GAPDH-spezifischen Sequenzen wurde bei jedem Lauf eine
Standardverdiinnungsreihe mit den Kopienzahlen von 102 bis 10® Kopien im Doppelansatz
mitgefuhrt. Aufgrund der geringen RNA-Menge nach der RNA-Isolierung musste auf die
Untersuchung weiterer housekeeping genes verzichtet werden. In Vorarbeiten von
Porombka konnte jedoch gezeigt werden, dass GAPDH die stabilste Expression bei BDV-
infiziertem Gewebe zeigte (POROMBKA et al., 2008b). Jede untersuchte Probe wurde als
Doppelansatz in der gPCR untersucht. Von der in der RT-Reaktion umgeschriebenen cDNA
wurden jeweils 3 yl in die gPCR und 7 pyl Wasser aus dem Rotor-Gene® Probe PCR Kit
(Qiagen) eingesetzt. In Tab. 17 sind die Anteile der Komponenten des Kits fir den
Reaktionsansatz einer Probe mit einem Volumen von 25 pl aufgefiihrt. Der Reaktionsansatz
| wurde fur alle unbekannten und zu untersuchenden Proben angesetzt. Der
Reaktionsansatz Il wurde bei den Proben der Standardverdinnungsreihen von BDV-N und
GAPDH berechnet. Der Reaktionsansatz lll ist eine Aufstellung der Mengen der bendtigten
Komponenten fiir die Nullkontrollen (no template controls) in die keine cDNA oder DNA

eingesetzt wurde.
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Tab. 17: Ubersicht iiber die Reaktionsansitze der quantitativen real time PCR

Konzentration der .
Reagenz A Eingesetztes Volumen
usgangsreagenz
qPCR Mastermix
2x Mastermix buffer 2x 12,5 ul
Sense primer 15 uM entsprechend der in der Tab. 15
Antisense primer 15 uM angegebenen Primer- und
TagMan®-Sonde 50 uM Sonden-spezifischen
Endkonzentrationen
Wasser ad 15 yl
gPCR Reaktionsansatz | (fiir die zu untersuchenden Proben)
gPCR Mastermix 15 ul
Wasser 7yl
cDNA 3ul
Gesamtvolumen 25 yl
qPCR Reaktionsansatz Il (fiir die Proben der Standardverdiinnungsreihe)
gPCR Mastermix 15 ul
Wasser -
DNA 10 pl
Gesamtvolumen 25 yl
qPCR Reaktionsansatz lll (fiir die no template control)
gPCR Mastermix 15 ul
Wasser 10 pl
cDNA -
Gesamtvolumen 25yl

Die Amplifikation der Sequenzen erfolgte nach der Aktivierung der im Kit enthaltenen
HotStarTaqg Plus® DNA Polymerase fir 3 min bei 95 °C in 40 Zyklen. Jeder Zyklus
beinhaltete einen Denaturierungsschritt, der bei 95 °C fur 3 Sekunden ausgefuhrt und einen
kombinierten Anlagerungs- und Verldngerungsschritt, der bei 60 °C fiir 10 Sekunden
ausgefihrt wurde. Die Detektion der Fluoreszenz durch den Rotor-Gene® erfolgte bei
Verwendung der TagMan®-Sonden stets wahrend des Anlagerungs- und des
Verlangerungsschrittes. Mittels der Rotor-Gene® Software 2.0.2. wurde der Ct-Wert
(threshold cycle) automatisch bestimmt. Dieser Wert entspricht der Zykluszahl, bei dem die
Fluoreszenz deutlich Uber dem Hintergrundwert liegt und gleichzeitig die exponentielle
Phase der Amplifikation stattfindet. Je kleiner der Ct-Wert, desto héher ist das

Expressionslevel der untersuchten Gensequenz.

Kontrollen fur die gPCR

Die Standardverdinnungsreihen dienten sowohl als Positivkontrollen als auch inter-run
calibrators (IRC), um Ungenauigkeiten zwischen den verschiedenen Laufen auszuschlie3en.
Zusatzlich wurde in jedem Lauf eine no template control fir die BDV-N und GAPDH cDNA

eingesetzt. In diesen Kontrollen wurde statt der cDNA nur steriles Wasser eingesetzt.
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Standardverdinnungsreihen

FUr die absolute Quantifizierung und Normalisierung der BDV-N-spezifischen Sequenzen
wurden die Standardverdiinnungsreihen (SVRs) entsprechend des von Porombka
(POROMBKA, 2006) etablierten Protokolls verwendet. Die SVRs fiir BDV-N und GAPDH
standen aus der Arbeit von Kehr (KEHR, 2015, eingereicht) zur Verfigung. In jedem Lauf der
qPCR wurde ein Doppelansatz der SVRs in den Konzentrationen von 10? fiir GAPDH bzw.
10° fur BDV-N bis 10® mitgefiihrt. Es handelte sich hierbei um nicht-linearisierte Plasmide, die

die jeweiligen Inserts enthalten (siehe Tab. 18).

Tab. 18: Verwendete Plasmide zur Herstellung der Standardverdiinnungsreihen

Plasmid GroRe Referenz Acc.-No.
(Interne Identifikation) (M13R - M13F) Position
BDV-N 507 b AF158629
(Plasmid I11) P 87-428
GAPDH NM017008
(Plasmid I1) 247 bp 972-1053

BDV-N: BDV-Nukleoprotein; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; bp: Basenpaare;
M13R: M13 reverse primer; M13F: M13 forward primer

Zur Amplifikation der Inserts wurde von Kehr (KEHR, 2015, eingereicht) das QIAGEN®
Multiplex PCR Kit (Qiagen) und die HotStarTag® DNA Polymerase zusammen mit den
Primern M13 reverse und M13 forward verwendet. Die PCR wurde nach
Herstellerempfehlungen und in einem Multicycler® PTC 200 (Biozym Scientifc) durchgefihrt.
Die Amplifikatgrole wurde mittels Gelelektrophorese Uberprift und der DNA-Gehalt
spektralphotometrisch bestimmt. Anhand des DNA-Gehalts liel} sich die Kopienanzahl
berechnen (POROMBKA, 2006) Kehr (KEHR, 2015, eingereicht) und eine Stocklésung von
10° DNA-Kopien/ul Flussigkeit herstellen, aus der wiederum eine logqo-Verdiinnungsreihe
aliquotiert wurde. Um Pipettierungenauigkeiten vorzubeugen, wurden jeweils 10 pl der
nachstgréfleren Verdlinnungsstufe eingesetzt. Bis zur Verwendung wurden die Aliquots bei
-20 °C in DNA LoBind® Reaktionsgefalien (Eppendorf) aufbewahrt.

Absolute Quantifizierung
Die absolute Quantifizierung der Amplifikate konnte anhand der oben beschriebenen SVRs

und der hieraus ermittelten Standardkurve durch die Software berechnet werden.

Normalisierung
Die Normalisierung der absoluten Kopienzahlen wurden in Anlehnung an die von Porombka
(POROMBKA, 2006) verwendete Methode durchgefiihrt. Im vorliegenden Fall musste das

Berechnen eines Normalisierunsfaktors aus verschiedenen housekeeping genes in
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Anlehnung an die von Vandesompele et al. (VANDESOMPELE et al., 2002) beschriebene
Methode entfallen, da aufgrund sehr geringer Ausgangsmengen aus der RNA-Isolierung die
zu untersuchenden genes of interest nur mit GAPDH verglichen werden konnte. Die genes of
interest (GOI) wurden standardisiert, indem die vom Programm des berechnete Kopienzahl
fur jede Probe durch die errechnete Kopienzahl des housekeeping genes GAPDH dividiert
wurde. AnschlieBend wurde der geometrische Mittelwert aus den Doppelansatzen der 3
Deckglaschen in den 2 Wiederholungen berechnet.

Entgegen der Beobachtungen aus Vorversuchen ergaben sich bei der Auswertung der
Proben Unterschiede in der GAPDH-Expression zwischen den 4 Ansétzen, die auf
speziesspezifische Unterschiede in den GAPDH-Sequenzen von Ratte und Hund
zuruckzufuhren waren. Folglich konnten diese Anséatze nicht miteinander verglichen werden.
Deshalb wurde ein Quotient aus den normalisierten Kopienzahlen fiir die amplifizierte virale
genomische und mMRNA gebildet. Die so ermittelten relativen Werte konnten ohne
Verfélschungen zwischen den 4 Anséatzen verglichen werden. Zusatzlich wurde der Verlauf
dieses Quotienten nach 4 und nach 7 Tagen untersucht und beurteilt.

Die Negativkontrollen dienten der Uberpriifung der Spezifitdt der PCR und wurden nicht in

die Auswertung mit einbezogen.
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4. ERGEBNISSE

4.1 CHARAKTERISIERUNG DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS DES PFERDES

4.1.1 Lokalisation des olfaktorischen Epithels in der Pferdenase

Die Bereiche des olfaktorischen Epithels innerhalb der Pferdenase wurden anhand H&E-
gefarbter Gewebeschnitte bestimmt und der prozentuale Anteil des olfaktorischen Epithels
bzw. der verschiedenen Typen abgeschétzt. Die untersuchten Gewebeanteile entsprachen
reprasentativen Bereichen der 13 frontal gesagten Querschnitte in der Pferdenase,
bezeichnet von caudal nach rostral mit A - M (Abb. 6a). Jeder dieser 13 Querschnitte wurde
unterteilt in die Lokalisationen Nasenseptum (Lokalisation 1), 3 Lokalisationen der
Nasenmuscheln (von dorsal nach ventral Lokalisationen 2 - 4) und auf3erer Begrenzung des
Cavum nasi (Lokalisation 5; Abb. 6b).

Abb. 6a: Frontale Schnitte durch die Pferdenase, beginnend mit den caudalsten
Anteilen des Siebbeins (A) und endend im Bereich der Nasendéffnungen (M); b:
Untersuchte Lokalisationen der Nasenquerschnitte
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Querschnitt C; 1: Nasenseptum (rot), 2:
dorsaler Bereich Nasenmuscheln (gelb), 3:
mittlerer Bereich Nasenmuscheln (grin),
ventraler Bereich Nasenmuscheln (blau),
5: Begrenzung der Nasenhdéhle (tlrkis)

Olfaktorisches Epithel konnte histologisch im H&E-gefarbtem Schnitt bei 3 von 5 Pferden in
den Querschnitten A - D auf allen Anteilen der Nasenmuscheln gefunden werden. Bei 2
Pferden war das Riechepithel nur in den Querschnitten A - C vertreten. Auf der Lamina
perpendicularis, die rostral in das Nasenseptum Ubergeht, war im Querschnitt A bei 4 von 5
Pferden olfaktorisches Epithel auffindbar. Bei einem Pferd war es jedoch auch noch im
Ansatzbereich des Nasenseptums des Querschnitts B zu finden. Die epitheliale Auskleidung
der aulleren begrenzenden Wand des Cavum nasi selbst bestand Uberwiegend aus
respiratorischnem Epithel. Lediglich im Ubergangsbereich zu den Nasenmuscheln war bei
einem Pferd im Querschnitt C noch Riechepithel zu finden. Auffallend war, dass sich das
Riechepithel in allen Querschnitten, in denen es nachweisbar war, stets mit Abschnitten von
respiratorischem Epithel abwechselte. Die Querschnitte E - M beinhalteten ausschlieflich
respiratorisches Epithel und, weiter rostral gelegen, auch einschichtiges kubisches Epithel

bzw. mehrschichtiges verhorntes Plattenepithel im Bereich der Nasendéffnungen.

4.1.1.1 Quantitative Auswertung des Anteils des olfaktorischen Epithels

Im Querschnitt A konnte im Bereich der Lamina perpendicularis (Lokalisation 1) bei 4 von 5
Pferden zwischen 60 und 80 % olfaktorisches Epithel nachgewiesen werden. Im Querschnitt
B war in dieser Lokalistion nur noch bei einem Pferd 20 % olfaktorisches Epithel zu finden. In
den Querschnitten C und D war bei keinem der Pferde in dieser Lokalisation Riechepithel
vorhanden. Fir die Lamina perpendicularis bzw. fiir das Nasenseptum fand sich folglich eine
starke Reduzierung des Riechepithels von den caudalen zu den rostralen Bereichen.

Im dorsalen Bereich der Nasenmuscheln (Lokalisation 2) wurde ebenfalls von caudal nach
rostral eine Abnahme des olfaktorischen Epithels beobachtet. So waren im Querschnitt A in

den 5 Pferden zwischen 60 und 100 % des vorhandenen Epithels Riechepithel. Im
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Querschnitt B lag der Anteil zwischen 40 und 80 %. Im Querschnitt C fand sich nurin 4 von 5
Pferden Riechepithel, wobei der Anteil in diesen Tieren zwischen 20 und 60 % lag. Im
Querschnitt D war nur noch bei einem Pferd 40 % Riechepithel nachweisbar. Ein
vergleichbares Bild war in den mittleren und ventralen Bereichen der Nasenmuscheln zu
finden. In der Lokalisation 3 (mittlerer Bereich der Nasenmuscheln) lag der Anteil des
Riechepithels im Querschnitt A zwischen 60 und 100 %, im Querschnitt B zwischen 60 und
80 %, im Querschnitt C zwischen 20 und 60 %, wobei nur in 4 von 5 Pferden in diesem
Bereich olfaktorisches Epithel vorhanden war. Im Querschnitt D war in 3 der 5 untersuchten
Pferde 20 % Riechepithel nachzuweisen. Im ventralen Bereich der Nasenmuscheln
(Lokalisation 4) lagen die prozentualen Anteile des olfaktorischen Epithels am gesamten
Epithel bei den untersuchten Tieren im Querschnitt A zwischen 40 und 80 %, im Querschnitt
B zwischen 40 und 60 % und im Querschnitt C zwischen 20 und 80 %. Im Querschnitt D war
lediglich bei einem Pferd ein Anteil von 40 % Riechepithel zu finden. Insgesamt fand sich
folglich der hoéchste Anteil des Riechepithels in den caudodorsalen Bereichen der
Nasenmuscheln, der stetig in rostraler Richtung abnahm.

Im Bereich der Begrenzung der Nasenh&hle (Lokalisation 5) konnte lediglich bei einem Pferd
in Querschnitt C im Ubergang zu den Nasenmuschel 10 % Riechepithel detektiert werden.
Die Anteile des Riechepithels der untersuchten Pferde und der Median sind in Abb. 7
graphisch dargestellt und in Tab. 20 aufgefiihrt.

Mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen beziiglich Querschnitt und
Lokalisation wurde explorativ anhand der arithmetrischen Mittelwerte (Tab. 20) Uberprift, in
welchen Querschnitten und in welchen Lokalisationen der Pferdenase das olfaktorische
Epithel mengenmallig vorkommt. Im Gesamtvergleich fanden sich sowohl signifikante
Unterschiede im Gehalt des olfaktorischen Epithels zwischen den Querschnitten A - D als
auch zwischen den einzelnen Lokalisationen (p<0,0001). Weiterhin lag eine signifikante
Wechselwirkung zwischen Querschnitt und Lokalisation vor. Das bedeutet, dass die
Unterschiede im Anteil des olfaktorischen Epithels zwischen den Lokalisationen abh&ngig
vom Querschnitt waren (p<0,0001). Der Gehalt des olfaktorischen Epithels nahm insgesamt
in den Lokalisationen Nasenseptum und Nasenmuscheln von caudal nach rostral in den
Querschnitten A - D ab, wobei in Querschnitten A und B zusétzlich eine Abnahme von dorsal
nach ventral im Bereich der Nasenmuscheln nachweisbar war (Abb. 7). Im Bereich der
Begrenzung der Nasenhdhle war nur sporadisch im Ubergangsbereich zu den Conchen oder
zum Nasenseptum Riechepithel zu finden.

Zusatzlich wurde ein exakter Friedman-Test mit einer a-Adjustierung nach Bonferoni-Holm
(im Folgenden durch [] gekennzeichnet) zum Vergleich der Differenzen der Querschnitte
durchgefihrt, um die statistische Signifikanz der Beobachtungen durch diesen nicht-

parametrischen Test abzusichern. Zunachst wurde untersucht, ob eine generelle
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Wechselwirkung bzw. Abhé&ngigkeit zwischen den Querschnitten und den Lokalisationen
bestand. Hierzu wurde die Differenz der Querschnitte B bis D zum Querschnitt A als
Referenz gebildet. Signifikante generelle Wechselwirkungen zwischen Querschnitt und
Lokalisation konnten dabei fir die Querschnitte C (p=0,0027 [0,017]) und D ermittelt werden
(0,0165 [0,025]). Nicht signifikant war hingegen die Differenz zum Querschnitt B (p=0,1192
[0,050]). AnschlieRend wurde untersucht, ob die Unterschiede in den Anteilen des
olfaktorischen Epithels in den Lokalisationen abhangig vom Querschnitt waren. Dies konnte
fur die Querschnitte A (p=0,0008 [0,025]), B (p<0,0001 [0,013]) und C (p=0,0004 [0,017])
bestétigt werden. Lediglich beim Querschnitt D waren die Unterschiede in den Lokalisationen
nicht von Querschnitt abhéngig (p=0,22 [0,050]). Umgekehrt wurde daneben untersucht, ob
die Unterschiede in den Anteilen des olfaktorischen Epithels in den Querschnitten abhangig
von der Lokalisation waren. Dies traf fir die Lokalisationen 1 (p=0,0156 [0,025]), 2 (p=0,0001
[0,010]), 3 (p=0,0001 [0,013]) sowie 4 (p=0,015 [0,017]) zu. Fir die Lokalisation 5 konnte
dies nicht bestimmt werden, da nur bei einem Pferd olfaktorisches Epithel in diesem Bereich

vorkam.

Abb. 7: Prozentualer Anteil des olfaktorischen Epithels am gesamten Epithel
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x-Achse: Lokalisationen aufgeteilt nach Querschnitten A - M, Riechepithel nur nachweisbar in A - D; y-
Achse: Prozentualer Anteil des olfaktorischen Epithels (OEs) am gesamten Epithel auf dem jeweiligen
Schnitt: Lokalisation 1: Nasenseptum, 2: dorsaler Anteil Nasenmuscheln, 3: mittlerer Anteil
Nasenmuscheln, 4: ventraler Anteil Nasenmuscheln, 5: Begrenzung der Nasenhd&hle; Balken: Median
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4.1.2 Verteilung der verschiedenen Typen des olfaktorischen Epithels

Der Grundaufbau des Epithels und die Zellmorphologie entsprachen der fir Sdugetiere
beschriebenen Gestalt (GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979; MORRISON und COSTANZO,
1992; MURDOCH und ROSKAMS, 2007). Im H&E-geférbten Schnitt konnten jedoch zwei
verschiedene Typen des Epithels gefunden werden (Abb. 8). Angelehnt an die
Beobachtungen von Bock et al. (BOCK et al., 2009) wurden die Typen als Typ A und B
bezeichnet.

Der Typ A war durch meist mehr als 15 Lagen von Zellkernen gekennzeichnet. Auffallig war
weiterhin, dass die Zone in der sich die apikal gelegenen Zellkerne befanden, eine eher
unregelmalligen Abschlusslinie bildeten, die meist dicht bis an den luminalen Pol des
Epithels reichte. Der luminale Abschluss dieses Typs wies haufig eine unregelmalige
Oberflache auf, auf der nicht gleichmaBig angeordnete Zilien zu finden waren. Die
Organisation des einschichtigen mehrreihigen Epithels erschien insgesamt eher
unstrukturiert. Die reifen olfaktorischen Neurone, die den Uberwiegenden Teil der Zellen
dieses Epithels darstellten, wiesen einen euchromatinreichen Kern mit ein bis zwei gut
abgrenzbaren Nukleoli auf. Die unreifen und weiter basal gelegenen Neurone besallen
einen, im Vergleich zu den reifen Neuronen, teils eher ldngsovalen Zellkern mit einem
héheren Anteil von Heterochromatin und weniger deutlich sichtbaren Nukleoli (Abb. 8a). Der
Anteil der unreifen Neurone lag deutlich unter dem Anteil der reifen Neurone.

Das morphologisch als Typ B charakterisierte Riechepithel fiel dadurch auf, dass die am
weitesten apikal gelegenen Zellkerne einen geraden Abschluss bildeten und dass bis zum
Epithelabschluss eine teils sehr breite kernfreie Zone, im Verhéltnis zu restlichen Breite des
Epithels, zu erkennen war, in der nur wenige Kerne von Stitzzellen zu finden waren. Der
luminale Epithelabschluss wies im Vergleich zum Epithel Typ A eine regelmaligere
Oberflache auf. Die Dicke des Epithels belief sich oft auf weniger als 10 Zelllagen, in
manchen Bereichen fanden sich lediglich 5 Zelllagen. Die Struktur des Epithels erschien
zudem geordneter aber deutlich aufgelockerter, was dadurch zustande gekommen sein
kann, dass eine geringere Anzahl Zellen vorhanden waren. Insgesamt war die Menge der
reifen Neurone, die durch den hellen, euchromatischen Zellkern mit den deutlich
abgrenzbaren Nukleoli gekennzeichnet waren, deutlich geringer (Abb. 8b) Die Menge der
juvenilen Neurone, die an ihren etwas langsovaleren Kern erkennbar waren, war

vergleichbar mit der Menge, die im Epithel Typ A zu finden war (Abb. 8b).
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Abb. 8: Verschiedene Typen des olfaktorischen Epithels

a: olfaktorisches Epithel Typ A, b: olfaktorisches Epithel Typ B; S: Stutzzellen; AN: adulte Neurone;
JN: juvenile Neurone; PB: proliferierende Basalzellen; HB: horizontale Basalzellen; H&E-Farbung;
Balken: 50 ym

4.1.2.1 Quantitative Auswertung des Anteils der verschiedenen Epitheltypen

Innerhalb der frontal gesagten Querschnitte A - D waren stets Typen A und B des
olfaktorischen Epithels vorhanden. Es waren jedoch deutliche Unterschiede zwischen den
Anteilen bei den verschiedenen Querschnitten erkennbar, sodass eine quantitative Einteilung
moglich war. Die unter 3.1.2.1 und 4.1.1.1 angegebenen prozentualen Anteile des
olfaktorischen Epithels wurden nach den oben beschriebenen morphologischen Kriterien in
die Anteile der Typen A und B aufgeteilt. In der Abb. 9 sind die Anteile des olfaktorischen
Epithel graphisch dargestellt.

Im Querschnitt A konnte in allen 5 Lokalisation festgestellt werden, dass die Anteile des
Epitheltyps A grofier waren als die des Typs B. So lagen die Anteile des Epitheltyps A im
Bereich der Lamina perpendicularis (Lokalisation 1) bei 4 von 5 Pferden zwischen 30 und 70
% und die des Epitheltyps B zwischen 10 und 30 %. Bei einem Pferd war in diesem Bereich
kein Riechepithel zu finden. Im dorsalen Bereich der Nasenmuscheln (Lokalisation 2) waren
zwischen 40 und 80 % dem Typ A und immer 20 % dem Typ B zuzuordnen. In den mittleren
und ventralen Bereichen der Nasenmuscheln, was den Lokalisationen 3 und 4 entsprach,
entsprachen zwischen 40 und 80 % bzw. zwischen 20 und 60 % dem olfaktorischen Epithel
Typ A. Korrespondierend dazu lag der Anteil des Epitheltyps B fir die Lokalisationen 3 und 4
zwischen 20 und 30 %. Im Querschnitt A war kein olfaktorisches Epithel im Bereich der
Begrenzung der Nasenhdhle zu finden (Lokalisation 5).

In dem weiter rostral gelegenen Querschnitt B war nur wenig Riechepithel bei einem der
Pferde auf dem Nasenseptum, hier auch nur im Ansatzbereich, zu finden. Typ A und B
waren dabei mit 10 % gleichermal3en vertreten. Im Bereich der Nasenmuscheln waren

dhnliche Tendenzen wie im Querschnitt A zu finden, jedoch war hier insgesamt weniger
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Epithel Typ A nachweisbar. Im Bereich der Nasenmuscheln (Lokalisationen 2 bis 4) lagen
die Anteile des Typs A von dorsal nach ventral zwischen 20 und 60 %, 30 und 60 % sowie
zwischen 20 und 40 %. Fir den Typ B konnten in diesen Bereichen von dorsal nach ventral
Werte zwischen 20 und 40 %, 10 und 30 % sowie zwischen 20 und 30 % ermittelt werden.
Im Querschnitt B war auf der knéchernen Begrenzung der Nasenhdhle kein Riechepithel zu
finden.

Im Querschnitt C war kein Riechepithel auf dem Nasenseptum vorhanden. Im Bereich der
Nasenmuscheln zeigte sich im Vergleich zu den Querschnitten A und B ein anderes
Verteilungsmuster. In den dorsalen Arealen waren vom Typ A Anteile zwischen 10 und 50 %
zu finden, wobei ein Pferd in diesem Bereich kein Riechepithel besal’. In den mittleren
Bereichen lagen die Anteile des Epitheltyps A zwischen 10 und 30 % bei 3 von 5 Pferden
und im Bereich der ventralen Areale zwischen 10 und 40 % bei 4 von 5 Pferden. Die Anteile
des Typs B lagen im dorsalen Bereich zwischen 10 und 30 %, im mittleren Bereich zwischen
20 und 30 %, wobei jeweils nur 4 von 5 Pferden dort Riechepithel Typ B aufwiesen. In den
ventralen Arealen der Nasenmuscheln fanden sich zwischen 10 und 40 % olfaktorisches
Epithel Typ A in 4 von 5 Pferden bzw. zwischen 10 und 40 % des Typs B in allen 5
untersuchten Pferden. Auf der Begrenzung der Nasenhdhle fand sich bei einem Pferd am
Ubergang zu den Nasenmuscheln ein Areal, auf dem olfaktorisches Epithel Typ B zu finden
war, welches etwa einen Anteil von 10 % des gesamten Epithels ausmachte.

Im Querschnitt D war, wie auch im Querschnitt C, kein Riechepithel auf dem Nasenseptum
zu finden. Auch auf den Nasenmuscheln waren nur noch kleine Areale mit Riechepithel
vorhanden. Im dorsalen und im ventralen Bereich der Nasenmuscheln fand sich lediglich bei
einem Pferd ein Anteil von 10 % des olfaktorischen Epithels Typ A. Im mittleren Bereich traf
dies noch fir 2 Pferde zu. In allen drei Bereichen der Nasenmuscheln Gberwog der Anteil
des Typs B. Bei der Untersuchung dieses Typs wurde im dorsalen und im ventralen Bereich
bei jeweils einem Pferd ein Anteil des Typs B gefunden. Im mittleren Bereich wiesen 3 der 5
Pferde olfaktorisches Epithel des Typs B auf, welches einen Anteil von 10 oder 20 %
ausmachte. Die prozentualen Anteile der Typen des Riechepithels und der Median sind in
Abb. 9 graphisch dargestellt.

Anhand der dreifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung beziiglich Querschnitt,
Lokalisation und Typ wurde explorativ untersucht, in welchen Querschnitten und in welchen
Lokalisationen der Pferdenase welcher Typ des olfaktorischen Epithels dominiert. Es konnte
bestatigt werden, dass bei globaler Betrachtung signifikante Unterschiede der Typen A und B
in Querschnitt und Lokalisation zu finden waren (p<0,0001). Die Unterschiede der Anteile der
verschiedenen Typen des Epithels waren bei globaler Betrachtung jedoch nur knapp nicht
signifikant (p=0,0697). Bei Untersuchung der zweifachen Wechselwirkung der Parameter

konnte festgestellt werden, dass signifikante Wechselwirkungen von Querschnitt und
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Lokalisation (p<0,0001), von Querschnitt und Epitheltyp (p<0,0001) sowie von Lokalisation
und Epitheltyp (p=0,0091) bestanden. Die Unterschiede im Gehalt der Typen A und B des
olfaktorischen Epithels waren folglich abhdngig vom Querschnitt oder der Lokalisation. Auch
die dreifache Wechselwirkung der untersuchten Parameter aus Querschnitt, Lokalisation und
Typ waren hinsichtlich ihrer Unterschiede signifikant (p<0,0001). Folglich waren die
unterschiedlichen Mengen der Typen A und B des olfaktorischen Epithels sowohl vom
Querschnitt als auch von der Lokalisation abhangig.

Darliber hinaus wurde ein exakter Friedman-Test mit einer a-Adjustierung nach Bonferoni-
Holm (im Folgenden durch [] gekennzeichnet) zum Vergleich der Differenzen der
Querschnitte durchgefihrt, um die statistische Signifikanz der Beobachtungen durch diesen
nicht-parametrischen Test abzusichern. So wurde zuné&cht getrennt nach Epitheltyp A und B
untersucht, ob eine generelle Wechselwirkung zwischen den Querschnitten und den
Lokalisation bestand, das heift, ob sich die ermittelten Unterschiede gegenseitig bedingten.
Hierzu wurde wie bereits unter 4.1.1.1 beschrieben die Differenz der Querschnitte zum
Querschnitt A als Referenz gebildet. Fur den Epitheltyp A waren signifikante
Wechselwirkungen dabei fur die Querschnitte C (p=0,0033 [0,017]) und D nachweisbar
(0,0057 [0,025]). Nicht signifikant war die Differenz zum Querschnitt B (p=0,0794 [0,050]),
der hinsichtlich der ermittelten Anteile des olfakorischen Epithels und der Verteilung Uber die
Lokalisationen sehr dem Querschnitt A dhnelte. AnschlieRend wurde untersucht, ob die
Unterschiede in den Anteilen des olfaktorischen Epithels, bezogen auf den Epitheltyp A, in
den Lokalisationen abh&ngig vom Querschnitt waren. Dies konnte fur die Querschnitte A
(p=0,0019 [0,017]), B (p<0,0001 [0,013]) und C (p=0,007 [0,025]) bestéatigt werden. Nur beim
Querschnitt D waren die Unterschiede in den Lokalisationen nicht von Querschnitt abhangig
(p=0,76 [0,050]), da hier nur noch in einzelnen Fallen Riechepithel nachgewiesen werden
konnte. Korrespondierend dazu wurde untersucht, ob die Unterschiede in den Anteilen des
olfaktorischen Epithels in den Querschnitten abhangig von der Lokalisation waren. Dies traf
fur die Lokalisationen 1 (p=0,0156 [0,025]), 2 (p=0,0001 [0,010]), 3 (p=0,0001 [0,013]) sowie
4 (p=0,0025 [0,017]) zu. In den verschiedenen Querschnitten wurden demnach signifikante
Unterschiede in den Anteilen des olfaktorschen Epithels fir die jeweiligen Lokalisationen
ermittelt. FUr die Lokalisation 5 konnte dies nicht bestimmt werden, da bei keinem der 5
Pferde olfaktorisches Epithel in diesem Bereich zu finden war. Fir den Typ B des
olfaktorischen Epithels wurde zun&dchst entsprechend die generellen Wechselwirkungen
zwischen Querschnitt und Lokalisationen bestimmt. Fur keinen der Querschnitte fand sich
eine signifikante Wechselwirkung zwischen den Lokalisationen (Differenz jeweils zu
Querschnitt A; B: p=0,0739 [0,050], C: p=0,1224 [0,017], D: p=0,1738 [0,025]). Aus diesem
Grund wurden die Lokalisationen gemittelt Gber die Querschnitte (p<0,0001 [0,050]) und
umgekehrt (p=0,0076 [0,050]) global untersucht, woraufhin eine signifikante Abhangigkeit
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ermittelt wurde. Demnach waren nur bei globaler Betrachtung die Unterschiede in den
Anteilen des olfaktorischen Epithels Typ B in den Lokalisationen von den Querschnitten und
die Unterschiede in den Querschnitten von den Lokalisationen abhéngig.

Weiterhin wurde getrennt nach den 5 verschiedenen Lokalisationen mittels des exakten
Friedman-Tests untersucht, ob generelle Wechselwirkungen bzw. Abhangigkeiten zwischen
Epitheltyp und Querschnitt bestanden. Signifikante Wechselwirkungen (fir a=0,05) wurden
hierbei fir die Lokalisationen 2 (p=0,0009), 3 (p=0,0004) und 4 (p=0,0026), welche den drei
untersuchten Bereichen der Nasenmuscheln entsprachen, ermittelt. Fir das Nasenseptum
waren die Wechselwirkungen knapp nicht signifikant (p=0,0625) und fur die Begrenzung der
Nasenhd&hle war dieser Test nicht méglich, da nur bei einem Pferd olfaktorisches Epithel vom
Typ B vorhanden war. Fir die Lokalisation 1 wurden weiterfihrend global betrachtet fur alle
Querschnitte gemittelt Uber die Epitheltypen signifkante Unterschiede in den Anteilen des
olfaktorischen Epithels berechnet (p=0,01563 [0,050]). Umgekehrt waren jedoch keine
signifikante Unterschiede der Typen gemittelt Uber die Querschnitte nachweisbar (p=0,25
[0,050]). Das bedeutet, dass bei globaler Betrachtung in der Lokalisation 1 nur die
Unterschiede zwischen den Querschnitten signifikant waren, wenn beide Epitheltypen
zusammengefasst wurden. Fiur die Lokalisation 2 wurde fir die Querschnitte A und B
gezeigt, dass die Unterschiede in den Typen nicht vom Querschnitt anhangig waren
(p=0,0625 [0,013] bzw. p=0,25 [0,017]). In beiden Querschnitten zeigte sich eine &hnliche
Verteilung beider Epitheltypen. Fur die Querschnitte C und D war der exakte Friedman-Test
nicht méglich, da nicht alle histologischen Schnitte Riechepithel beider Typen enthielten.
Dariber hinaus wurde fiir die Lokalisation 2 bestimmt, dass die ermittelten Unterschiede der
Anteile des Riechepithels in den verschiedenen Querschnitten vom Epitheltyp A abh&ngig
waren (p<0,0001 [0,025]), wohingegen dies nicht fiir den Epitheltyp B zutraf (p=0,1468
[0,050]). Folglich fanden sich fur die Lokalisation 2 nur signifikante Unterschiede bei
Betrachtung des Epitheltyps A. Ahnliche Effekte wurden firr die Lokalisation 3 berechnet.
Auch hier waren die ermittelten Unterschiede in den Anteilen des OEs der Epitheltypen nicht
von den Querschnitten A bis C abhéangig (p=0,0625 [0,013], p=0,25 [0,017] und p=0,5
[0,025]). Fur den Querschnitt D war die Berechnung aufgrund des nicht-vorhandenen
Riechepithels in einigen Proben nicht mdglich. Trotzdem wurde in dieser Lokalisation
umgekehrt ermittelt, dass die Unterschiede in den Querschnitten vom Typ A abh&ngig waren
(p<0,0001 [0,025]), jedoch nicht vom Typ B (p=0,1126 [0,050]). Fur die Lokalisation 4 war
eine Berechnung, ob die Unterschiede in den Epitheltypen abh&ngig vom Querschnitt waren
nur fir den Querschnitt A moéglich. Allerdings waren hier keine Abh&ngigkeit nachzuweisen
(p=0,125 [0,013]). Es wurde jedoch berechnet, dass der Unterschied in den Querschnitten
signifikant nur vom Epiteltyp A (p=0,0025 [0,025]) und nicht vom Epitheltyp B abhangig war
(p=0,1094 [0,050]). Fur die Lokalisation 5, die der Begrenzung der Nasenhoéhle entsprach,
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waren diese Berechnungen nicht méglich, da hier nur selten olfaktorisches Epithel zu finden
war und somit zu wenig Werte fiir den exakten Friedman-Test vorlagen.

Zuletzt wurde getrennt nach den Querschnitten A bis D mit dem exakten Friedman-Test
untersucht, ob generelle signifikante Wechselwirkungen (alle a=0,05) zwischen Epitheltyp
und den untersuchten Lokalisationen vorlagen. Dies war fir die Querschnitte A (p=0,0054)
und B (p=0,024) der Fall, nicht jedoch fiir die Querschnitte C und D (p=0,18 bzw.1), wo die
mengenmafigen Unterschiede zwischen den Epitheltypen weniger ausgepragt waren. Fir
die Querschnitte A und B, bei denen Wechselwirkungen zwischen Epitheltyp und
Lokalisation nachgewiesen wurden, wurde zusatzlich getrennt nach den Lokalisationen
untersucht, ob die unterschiedlichen Anteile des olfaktorischen Epithels in beiden
Epithetypen abhéngig von der Lokalisation waren. Dies war beim Querschnitt A fur die
Lokalisationen 1 bis 4 nicht der Fall (p=0,25 [0,025], p=0,0625 [0,010], p=0,0625 [0,013] und
p=0,125 [0,017]). Der Gehalt des Riechepithels beider Typen war im Querschnitt A demnach
nicht von den Lokalisationen abhéngig. Fur die Lokalisation 5 konnte der Friedman-Test
nicht bestimmt werden, da bei dieser Lokalisation nicht in allen Querschnitten olfaktorisches
Epithel vorhanden war. Umgekehrt waren jedoch die Unterschiede in den Lokalisationen
abhangig vom Epitheltyp A (p=0,0019 [0,025]) und vom Epitheltyp B (p=0,0034 [0,050]).
Auch im Querschnitt B ergaben sich bei Betrachtung der Epitheltypen keine signifikanten
Unterschiede der Epitheltypen, die von den Lokalisationen abhangig waren, wobei dies nur
fir die Lokalisationen 2 und 3 berechnet werden konnten (p=0,25 [0,010] bzw. p=0,25
[0,013]), da fir die Lokalisationen 1, 4 und 5 nicht immer beide Epitheltypen nachweisbar
waren. Daneben wurde jedoch berechnet, dass die Unterschiede in den Lokalisationen
abhangig von beiden Epitheltypen waren (A: p<0,0001 [0,025] und B: p=0,00014 [0,050]). Da
fur den Querschnitt C keine Wechselwirkungen zwischen Lokalisation und Epitheltyp
nachzuweisen waren, wurden die Unterschiede der Epitheltypen gemittelt Gber die
Lokalisationen betrachtet, wobei sich jedoch keine signifikante Abhangigkeit nachweisen liel3
(p=1 [0,050]). Folglich dominierte keiner der Epitheltypen in einer Lokalisation. Jedoch waren
umgekehrt die Unterschiede in den Lokalisationen gemittelt Uber beide Epitheltypen
signifikant (p=0,00044 [0,05]). Unabh&ngig von den Epitheltypen wurde so bestétigt, dass die
beobachteten unterschiedlichen Mengen des olfaktorischen Epithels, mit den groften
Anteilen des OEs im Bereich der Nasenmuscheln, in den verschiedenen Lokalisationen
global betrachtet signifikant waren. Fir den Querschnitt D konnten weder fur die Epitheltypen
gemittelt Gber die Lokalisationen (p=0,5 [0,050]) noch fir die Lokalisationen gemittelt Gber
beide Epitheltypen (p=0,22 [0,050]) signifikante Abhangigkeiten nachgewiesen werden.

Bei Betrachtung der gesamten Pferdenase konnte gezeigt werden, dass der Typ A des
olfaktorischen Epithels in allen Lokalisationen der zwei am weitesten caudal gelegenen

Querschnitte A und B dominiert, wobei fir die Nasenmuscheln eine Abnahme von caudal
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nach rostral und von dorsal nach ventral zu verzeichnen war. In den Querschnitten C und D
nahm der Anteil des Typs B verhaltnismaRig stark zu und dominierte in fast allen
Lokalisationen der Nasenmuscheln, bei insgesamt deutlich geringerem Gesamtanteil des

olfaktorischen Epithels.
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4.1.3 Immunhistologische Untersuchung des olfaktorischen Epithels und statistische
Auswertung

Um weitere Hinweise darauf zu bekommen, ob das Riechepithel des Pferdes in allen
Lokalisationen der Nase eine vergleichbare Zytoarchitektur aufweist, wurden vier wichtige
Zelltypen immunhistologisch dargestellt. Hierbei wurden zur Markierung von juvenilen
olfaktorischen Neuronen Doublecortin (DCX), fur adulte olfaktorische Neurone Olfactory
marker protein (OMP) sowie TrkA (Tyrosinkinase-Rezeptor-A) zur Darstellung von
horizontalen und PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) fur proliferierenden Basalzellen
verwendet (3.1.3). Die Untersuchung wurde an allen Gewebeschnitten durchgefiihrt, in
denen in der H&E-Farbung morphologisch olfaktorisches Epithel identifiziert werden konnte.
Zusatzlich wurden die Marker NSE (neuronenspezifische Enolase) und NeuN (Neuron
specific nuclear protein) zur Darstellung olfaktorischer Neurone sowie Tyrosinhydroxylase
(TH) zur Markierung von Nervenfasern an ausgewéhlten Lokalisationen getestet, um eine
generelle Aussage zu ermdglichen, ob die jeweiligen Zelltypen diesen Marker beim Pferd

exprimieren.

4.1.3.1 Olfactory marker protein (OMP)

Als zuverlassigster Marker zur Darstellung der adulten olfaktorischen Neurone im
olfaktorischen Epithel des Pferdes erwies sich OMP. In den Bereichen, die im H&E-
gefarbtem Gewebeschnitt als Riechepithel zu erkennen war, war immunhistologisch stets
eine ausgepragte positive Farbreaktion zu finden. Diese zeigte sich als dunkelbraune,
granulare bis diffuse Farbung der Zellkerne im mittleren Drittel des Epithels, die jedoch auch
in manchen Bereichen in die basalen Bereiche des Riechepithels reichte. Dies steht im
Gegensatz dazu, dass bei einigen Tierarten eine klare Trennlinie der verschiedenen
Bereiche zwischen reifen und unreifen Neuronen postuliert wird. Das Zytoplasma der
Neurone zeigte oft, aber nicht immer, eine diffuse Braunfarbung, sodass der nach apikal
gerichtete Dendrit der Neurone bis zum Nasenlumen verfolgt werden konnte (Abb. 10a, c)
Aufgrund der Morphologie der Zellen und der Lage der Zellkerne war davon auszugehen,
dass es sich hierbei um die adulten Neurone handelte. Andere Zellen, insbesondere die
weiter basal liegenden juvenilen Neurone, wiesen keine Anfarbung auf. In der Lamina
propria unterhalb des Epithels konnte eine deutliche immunhistologische Reaktion in den
Nervenfasern beobachtet werden (Abb. 10e). Diese war durch ein streifiges bis fleckiges und
zum Teil diffuses Verteilungsmuster der braunen Anfarbung erkennbar. Die fir OMP typische
Anfarbung war sowohl im Typ A als auch im Typ B des olfaktorischen Epithels nachweisbar
(Abb. 10a, c).
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In den Bereichen, in denen im H&E-Schnitt Riechepithel zu finden war, war meist eine
ausgepragte und weitreichende Anfarbung der adulten Neurone zu verzeichnen, sodass der
Score haufig bei 2 oder 3 lag, was einem prozentualen Anteil positiver Epithelabschnitte im
Bereich von 30 - 70 % bzw. mehr als 70 % entsprach. In seltenen Féllen waren nur wenige
Abschnitte auf dem Gewebeschnitt positiv, die zuvor morphologisch als olfaktorisches
Epithel bestimmt worden waren und somit mit einem Score von 1 zu bewerten, was einem
prozentualen Anteil zwischen 0 und 30 % entsprach. In den Fallen, in denen dies zutraf oder
eine OMP-spezifische Anfarbung véllig fehlte, handelte es sich um Lokalisationen in
Querschnitten C oder D und demnach in weiter rostral gelegenen Bereichen. Auch Bereiche
ohne OMP-spezifische Markierung waren in Arealen von morphologisch erkennbarem
olfaktorischem Epithel zu finden. Bezogen auf alle untersuchten Querschnitte und
Lokalisationen des olfaktorischen Epithels konnte im Durchschnitt ein Score um 1 ermittelt
werden, was im Bereich von 0 - 30 % positive Epithelabschnitte des vorhandenen
Riechepithel entsprach. Insgesamt zeigte sich eine deutliche Abnahme positiver Zellen von
caudal nach rostral, wobei die meisten OMP-positiven Neurone auf den Nasenmuscheln
lokalisiert waren.

In der Lokalisation 1 (Nasenseptum) lag der Anteil der Epithelabschnitte mit markierten
Neuronen im Querschnitt A, bezogen auf alle untersuchten Pferde, durchschnittlich im
Bereich von 30 - 70 %, jedoch konnten auch Regionen gefunden werden, in denen keine
positiven Zellen oder mehr als 70 % positive Epithelabschnitte vorkamen. Im weiter rostral
gelegenen Querschnitt B fand sich eine Reduktion der positiven Epithelabschnitte auf einen
durchschnittlichen prozentualen Anteil zwischen 0 und 30 %. Maximal konnten in dieser
Lokalisation zwischen 30 - 70 % positive Epithelabschnitte gefunden werden. In den
Querschnitten C und D war kein olfaktorisches Epithel mehr vorhanden und somit waren
auch keine OMP-positiven Neurone nachweisbar.

In allen Lokalisationen der Nasenmuscheln (2 - 4) lag der Score im Querschnitt A bei 2 oder
3. Dies entsprach einer groRen Anzahl von positiven olfaktorischen Neuronen und Anteilen
von positiv markiertem Epithel im Bereich von 30 - 70 bzw. von Uber 70 %. Im Querschnitt B
war eine leichte Reduktion der OMP-positiven Epithelabschnitte in den Lokalisationen 2 und
4 zu finden, wohingegen der Anteil in der Lokalisation 3 konstant blieb. Auch in diesem
Querschnitt wurde trotzdem stets ein positiver Epithelanteil von 30 - 70 % oder von Uber 70
% gefunden, was einer mittleren oder hohen Anzahl positiver Riechnervenzellen entspricht.
Eine weitere Reduktion konnte im Querschnitt C beobachtet werden. Bei der Betrachtung
aller 5 Pferde konnten durchschnittlich positive Epithelabschnitte im Bereich von 0 - 30 %
oder im Bereich von 30 - 70 % ermittelt werden, jedoch zeigten sich insbesondere in den
dorsalen und mittleren Regionen der Nasenmuscheln Schwankungen zwischen 0 und mehr

als 70 %. Das bedeutet, dass in diesen Lokalisationen teils keine positiven aber auch teils
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sehr viele OMP-positive olfaktorische Neurone zu finden waren. Im Querschnitt D konnten
durchschnittlich nur noch positive Epithelabschnitte im Bereich zwischen 0 und 30 %
gefunden werden, was einer kleinen Anzahl OMP-positiver Neurone entspricht. Allerdings
konnten auch hier Einzelwerte ermittelt werden, die markierten Epithelanteilen im Bereich
von 30 - 70 % entsprachen.

Bei der Untersuchung der Begrenzung der Nasenhdéhle konnten lediglich im Querschnitt C
einzelne OMP-positive Neurone gefunden werden. Bezogen auf alle ausgewerteten Pferde
resultierte dies in einem durchschnittlichen positiven Epithelanteil im Bereich von 0 - 30 %. In
Abb. 11 sind die durchschnittlichen Scores fir den OMP-Nachweis bezogen auf die
Lokalisationen innerhalb der Querschnitte dargestellt. Bei fehlendem Nachweis des

olfaktorischen Epithels wurde kein Score angegeben.

4.1.3.2 Doublecortin (DCX)

Zur immunhistologischen Darstellung juveniler olfaktorischer Neurone wurde der Marker
Doublecortin verwendet. Das Farbungsmuster der Zellen ahnelte dem der mittels OMP-
markierten Neurone. Als positive Reaktion wurde eine deutliche braune, granulére bis diffuse
Anfarbung der Zellkerne der Neurone bewertet. Diese lagen grotenteils weiter basal als die
der adulten Neurone (Abb. 10b, d). Neben der Kernreaktion war auch eine hellbraune
Anfarbung des Zytoplasmas und der Zellfortsatze zu finden, die jedoch nicht in allen
Bereichen des Epithels auftrat. Die markerspezifische Anfarbung konnte sowohl im
olfaktorischen Epithel des Typs A als auch des Typs B detektiert werden (Abb. 10b, d).
Durch die Farbung der Zellfortsdtze konnten die Dendriten, die in Richtung des Lumens
ragten, jedoch nicht bis ganz zur Epitheloberflache nachzuvollziehen waren, dargestellt
werden. Die angefarbten Zellen wiesen meist eine eher langliche Gestalt auf und auch der
Zellkern hatte eine rundovale Form. Dies steht im Gegensatz zu den mittels OMP markierten
adulten Neuronen, die stets einen runden Zellkern besalen (Abb. 7). Dartber hinaus konnte
auch eine immunhistologische Reaktion in den Nervenfasern der Lamina propria beobachtet
werden. Diese entsprach mit ihrem streifigen bis fleckigen und in einigen Bereichen diffusen
Verteilungsmuster dem der mittels OMP markierten Nervenfasern. Insgesamt war diese
Farbreaktion aber schwéacher ausgepragt (Abb. 10f). Wie auch fir OMP wurde eine
Abnahme positiver Epithelabschnitte in rostraler Richtung beobachtet, wobei die meisten
DCX-postiven Zellen auf den Nasenmuscheln zu finden waren.

Bei der semiquantitativen Auswertung der Immunhistologie lag im Querschnitt A fir die
Lamina perpendicularis bzw. das Nasenseptum im Durchschnitt, bezogen auf alle
untersuchten Pferde, ein Score zwischen 1 und 2 vor. Dies entsprach markierten

Epithelanteilen von 0 - 30 % bzw. von 30 - 70 %. In den weiter rostral gelegenen
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Querschnitten zeigte sich ein ahnliches Bild fiir diese Lokalisation wie bei dem Marker OMP.
Im Querschnitt B konnte eine starke Abnahme DCX-positiver Zellen nachgewiesen werden,
sodass nur einzelne Zellen in dieser Lokalisation positiv fir DCX waren. In den
Querschnitten C und D fand sich entsprechend keine positive Reaktion.

In dem am weitesten caudal gelegenen Querschnitt A wurde fiir den dorsalen Bereich der
Nasenmuscheln (Lokalisation 2) ein Durchschnitt von positiven Epithelabschnitten im
Bereich von 30 - 70 % am gesamten olfaktorischen Epithel ermittelt. Im mittleren und im
ventralen Bereich (Lokalisationen 3 und 4) waren in den 5 untersuchten Pferden 0 - 30 %
oder zwischen 30 und 70 % des olfaktorischen Epithels positiv fur DCX. Im Gegensatz zu
den erkennbaren Tendenzen beim Marker OMP konnten im Querschnitt B fur die dorsalen
und mittleren Areale in der Summe geringfligig mehr DCX-positive Zellen detektiert werden
als im Querschnitt A. Im ventralen Bereich konnten nur etwas weniger positiv markierte
Zellen gefunden werden. Im Querschnitt C wurde eine Reduktion der durchschnittlich
ermittelten positiven Epithelabschnitte in den dorsalen und mittleren Bereichen verzeichnet
(Lokalisation 2 und 3). Hier fanden sich jedoch Regionen, in denen zum Teil keine und zum
Teil mehr als 70 % der Bereiche positiv fur DCX waren. In der Lokalisation 4 hingegen
konnte mit positiven Epithelabschnitten zwischen 30 und 70 % eine Erhdhung festgestellt
werden. Erst im Querschnitt D kam es zu einer deutlichen Reduktion der DCX-Expression in
allen 3 Lokalisationen der Nasenmuscheln.

Wie auch bei dem Marker OMP, wiesen in der Lokalisation 5 des Querschnitts C nur wenige
Neurone des Riechepithels eine markerspezifische Anfarbung auf.

In Abb. 12 sind die mittleren Scores flir den Doublecortin-Nachweis bezogen auf die
Lokalisationen innerhalb der Querschnitte dargestellt. Bei fehlendem Nachweis des

olfaktorischen Epithels wurde kein Score angegeben.
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Abb. 10: Immunhistologischer Nachweis von OMP und DCX

a, ¢, e: Olfactory marker protein (OMP); b, d, f: Doublecortin (DCX); a, b: olfaktorisches Epithel Typ A;
¢, d: olfaktorisches Epithel Typ B; AN: adulte Neurone; JN: juvenile Neurone; NF: Nervenfasern;
Balken: 50 ym
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Abb. 11: Immunhistologischer Nachweis von OMP
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Abb. 12: Immunhistologischer Nachweis von DCX
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4.1.3.3 Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)

Die proliferierenden Basalzellen wurden anhand der Expression von PCNA detektiert. Als
positiv. markierte Zellen wurden diejenigen bewertet, die eine fleckige bis diffuse
dunkelbraune Farbung des Kerns aufwiesen. Eine zytoplasmatische Reaktion konnte bei
diesem Marker nicht beobachtet werden. Die angefarbten Zellkerne der proliferierenden
Basalzellen lagen stets in der Ndhe der Basalmembran und waren in den Typen A und B des
olfaktorischen Epithels zu finden. Daneben konnten auch abschnittsweise markierte
Zellkerne der Stitzzellen und Drisenzellen in der Submukosa gefunden werden. Letztere
beiden Beobachtungen flossen jedoch nicht mit in die immunhistologische und statistische
Auswertung ein. Auffallend bei diesem Marker war, dass im Gegensatz zu OMP und DCX
nur sehr wenige Areale des Riechepithels positiv markierte Zellen aufwiesen (Abb. 13a, c).
Es handelte sich hierbei in der Regel um sehr kurze Epithelabschnitte, vor allem auf den
Nasenmuscheln, in denen Gruppen weniger markierter Zellen oder einzelne positive Zellen
zu finden waren. Die Uberwiegenden Bereiche der untersuchten Epithelabschnitte waren als
negativ zu bewerten.

Insgesamt konnte nur fir wenige Lokalisationen ein Score von 2 vergeben werden, was
einer mittleren Anzahl markierter Zellen bzw. einem Anteil von 30 - 70 % markiertem
positivem Riechepithel entsprach.

Markierte Zellen fanden sich im Bereich der Lamina perpendicularis bzw. im Bereich des
Nasenseptums (Lokalisation 1) lediglich im Querschnitt A und hier auch nur in geringer
Anzahl, sodass maximal 30 % der Epithelabschnitte positiv waren.

In den 3 untersuchten Arealen der Nasenmuscheln (Lokalisationen 2, 3 und 4) konnten nur
geringe Unterschiede im Score innerhalb eines Querschnitts festgestellt werden. Im
Querschnitt A konnten meist in 0 - 30 % des Riechepithels PCNA-positive Zellen detektiert
werden. Bei einzelnen Pferden waren Regionen zu finden, in denen der Anteil zwischen 30
und 70 % lag, was einer mittleren Anzahl an PCNA-positiven Zellen entsprach. Im
Querschnitt B war gegeniiber dem Querschnitt A eine leichte Reduktion der postiven Zellen
zu verzeichenen, jedoch lagen die positiven Epithelanteile im Durchschnitt ebenfalls im
Bereich zwischen 0 und 30 %. Im Querschnitt C zeigte sich in allen 3 Bereichen der
Nasenmuscheln eine leichte Erhéhung der PCNA-positiven Zellen. Im Querschnitt D konnten
nur noch héchstens 30 % entsprechend markierete Epithelabschnitten gefunden werden.
Eine immunhistologische Markierung der proliferierenden Basalzellen im Bereich der
Begrenzung des Cavum nasi konnte nicht detektiert werden. Die Ergebnisse dieser
Auswertung sind in Abb. 14 dargestellt. Bei fehlendem Nachweis des olfaktorischen Epithels

wurde kein Score angegeben.
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4.1.3.4 Tyrosinkinase-Rezeptor-A (TrkA)

TrkA wird bei Nagern héaufig zur Markierung der basal liegenden Vorlduferzellen des
Riechepithels verwendet. Gleichzeitig werden bei der Verwendung dieses Markers jedoch
auch die Stitzzellen und Driisenzellen in der Lamina propria markiert. Im olfaktorischen
Epithel des Pferdes wurden die im Bereich der Basalmembran liegenden horizontalen
Basalzellen markiert. Die Farbung war granulédr, zytoplasmatisch und, je nach Schnittebene,
war eine ringférmige Anfarbung der Zellmembran erkennbar (Abb. 13b, d). In manchen
Bereichen griff diese Farbung auch auf den Zellkern Gber. Die Markierung war nicht in allen
Arealen in gleicher Auspragung aber im gesamten olfaktorischen Epithel nachvollziehbar und
in den Typen A und B vorhanden. Daneben konnte eine granulédre, hellbraune Farbreaktion
im Zytoplasma der Stlitzzellen gefunden werden, die oft apikal des Zellkerns ausgepragt war
(Abb. 13b). In der semiquantitativen Auswertung des Anteils der positiven Epithelabschnitte
im Riechepithel zeigte die TrkA-Expression starke Unterschiede innerhalb eines
Gewebeschnittes und zwischen den Querschnitten. Eine Abnahme der positiven Zellen von
caudal nach rostral war weniger ausgeprégt als bei den OMP- und DCX-positiven Zellen und
wurde erst im Querschnitt D deutlich. Auffallend war jedoch, dass insbesondere die
ringartige Anfarbung der Zellmembran der horizontalen Basalzellen 6fter und deutlicher in
Epithelabschnitten vorkam, die zuvor als Riechepithel Typ B klassifiziert wurden (Abb. 13d).
Weiterhin fiel auf, dass in einigen Bereichen des respiratorischen Epithels eine dhnliche und
zum Teil noch starker ausgepragte, ringférmige Farbreaktion der Zellmembran von der
Basalmembran anliegenden Zellen zu verzeichnen war. In einigen Abschnitten glich diese
immunhistologische Reaktion einer Kette, die der Basalmembran anlag. Daneben zeigten
auch einige zilientragende Zellen des respiratorischen Flimmerepithels eine feingranulére bis
diffuse hellbraune zytoplasmatische Reaktion, die apikal des Zellkerns deutlicher ausgepréagt
war. Insgesamt war TrkA ebenfalls am starksten auf den Nasenmuscheln nachweisbar, eine
deutliche Reduktion in rostraler Richtung konnte erst ab Scheibe D nachgewiesen werden.

In der Lokalisation 1 (Lamina perpendicularis bzw. Nasenseptum) des Querschnitts A fanden
sich bei einigen Tieren keine positiven Epithelabschnitte, bei anderen waren tber 70 % des
Epithels positiv. Bei Betrachtung aller 5 untersuchten Pferde entsprach dies im Mittel 30 - 70
% positiven Epithelabschnitten bezogen auf das vorhandene Riechepithel. Im Querschnitt B
waren in diesem Bereich insgesamt nur noch wenige positive Zellen vorhanden.

Fur die dorsalen, mittleren und ventralen Bereiche der Nasenmuscheln (Lokalisationen 2, 3
und 4) wurde im Querschnitt A meist zwischen 30 und 70 % der Epithelabschnitte als TrkA-
postiv bewertet, wobei die einzelnen Werte zwischen 0 -30 % und Uber 70 % lagen. Im
Querschnitt B ergaben sich fiir diese Lokalisationen &hnliche Werte, die insgesamt einer

mittleren Anzahl an positiven Epithelabschnitten entsprachen. Die traf auch fiir den
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Querschnitt C zu, wo ebenfalls meist ein mittlerer Anteil Epithelabschnitte mit positiven
horizontalen Basalzellen zu finden war. Allerdings traten in den dorsalen und mittleren
Bereichen erneut grofle Schwankungen auf. So waren teils keine positiven Abschnitte zu
finden und teils machten die positiven Abschnitte mehr als 70 % des olfaktorischen Epithels
aus. Im weiter rostral gelegenen Querschnitt D konnte eine deutliche Abnahme der positiven
Epithelanteile verzeichnet werden. Maximal zeigten zwischen 30 und 70 % des
olfaktorischen Epithels eine TrkA-spezifische Anfarbung.

Im Bereich der Begrenzung des Cavum nasi konnten nur im Querschnitt C TrkA-positive
Zellen und auch nur in geringer Anzahl gesehen werden. Eine Ubersicht tber den
immunhistologischen Nachweis von TrkA ist in Abb. 15 zu finden. Bei fehlendem Nachweis

des olfaktorischen Epithels wurde kein Score angegeben.

Abb. 13: Immunhistologie zum Nachweis von PCNA und TrkA

4 g T - N 3
a, c: Proliferating cell nuclear antigen (PCNA); b, d: Tyrosinkinase-Rezeptor-A (TrkA); a, b:
olfaktorisches Epithel Typ A; c, d: olfaktorisches Epithel Typ B; PB: proliferierende Basalzellen; S:
Stltzzellen; HB: horizontale Basalzellen; Balken: 50 ym
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Abb. 14: Immunhistologischer Nachweis von PCNA
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Abb. 15: Immunhistologischer Nachweis von TrkA
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Zur explorativen statistischen Auswertung der erhobenen Daten wurde eine dreifaktorielle
Varianzanalyse der Marker OMP, DCX, PCNA und TrkA mit Messwiederholung beziglich
Querschnitt, Lokalisation und Marker durchgefiihrt. Hiermit sollte untersucht werden, ob die
jeweils exprimierenden Zellen in bestimmten Bereichen der Pferdenase starker vorkommen
als in anderen Bereichen. Es konnte berechnet werden, dass bei globaler Betrachtung die
Unterschiede in den Anteilen der positiven Epithelabschnitte am gesamten olfaktorischen
Epithel sowohl zwischen den Querschnitten und den Lokalisationen (beide p<0,0001) als
auch zwischen den Markern (p=0,0037) signifikant waren. Das bedeutet, dass die ermittelten
Unterschiede im Anteil positiver Epithelabschnitte sowohl vom Querschnitt, von der
Lokalisation als auch vom Marker selbst abhangig waren. Bei der Untersuchung der
zweifachen Wechselwirkung konnte festgestellt werden, dass die Unterschiede im Anteil
positiver Epithelabschnitte signifikant und abhéngig von Querschnitt und Lokalisation
(p=0,0010), Querschnitt und Marker (p=0,0005) sowie von Lokalisation und Marker
(p<0,0001) waren. Dies traf ebenfalls fir die dreifache Wechselwirkung zwischen
Querschnitt, Lokalisation und Marker zu (p=0,0027). Die ermittelten Unterschiede in den
Anteilen positiver Epithelabschnitte waren demnach abhangig davon, aus welchem
Querschnitt und aus welcher Lokalisation das untersuchte Gewebe stammte sowie davon,
mit welchem Marker es untersucht wurde. Insgesamt waren positive Zellen fur alle Marker
hauptsachlich auf den Nasenmuscheln zu finden und eine Abnahme der Expression in

rostraler Richtung zu beobachten.

4.1.4 Immunhistologische Untersuchung der verschiedenen Typen des olfaktorischen

Epithels

Hinsichtlich der verschiedenen Epitheltypen war festzustellen, dass, wie auch im H&E-
Schnitt erkennbar, die Anzahl der adulten Neurone im Epithel Typ B deutlich geringer war als
im Typ A. So waren beispielsweise bei der immunhistologischen Untersuchung der OMP-
Expression in manchen Bereichen des Epithels Typ B nur 1 oder 2 Reihen von Zellkernen
dunkelbraun angeférbt, wohingegen im Typ A oft mehr als 5 Schichten zu erkennen waren,
die eine positive immunhistochemische Reaktion aufwiesen. Auflerdem konnte haufig
beobachtet werden, dass im Epithel Typ A die nukledre Farbreaktion und im Typ B die
zytoplasmatische Farbung Giberwog (Abb. 10b, d).

Neben der oben aufgefiihrten statistischen Auswertung wurde berechnet, ob eine
Rangkorrelation nach Spearman zwischen Typ des olfaktorischen Epithels und Expression
der immunhistologischen Marker besteht. Es sollte untersucht werden ob einer der vier

Marker in einem der Epitheltypen stérker exprimiert wird.
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4.1.4.1 Ubergreifende statistische Auswertung

Ziel war es zu untersuchen, ob einer der vier ausgewerteten Marker haufiger in einem der
beiden Typen des olfaktorischen Epithels zu detektieren war. Um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen dem Anteil positiver Epithelabschnitte der vier untersuchten
Marker und den Epitheltypen A und B aufzudecken, wurde der Rangkorrelationskoeffizient r
nach Spearman berechnet. Das Ergebnis ist in Abb. 16 fiir jeden Marker unterteilt in die zwei
Epitheltypen dargestellt. Fur alle berechneten Werte konnte p<0,0001 ermittelt werden, was
bedeutet, dass die Ergebnisse signifikant sind.

Der stdrkste Zusammenhang konnte fir den OMP-Nachweis im Riechepithel Typ A mit
r<=0,949 gefunden werden. Fir den Typ B lag dieser Wert mit 0,846 etwas niedriger, jedoch
ist dies ebenfalls noch als starker Zusammenhang zu bewerten. Das bedeutet, dass der
Nachweis adulter olfaktorischer Neurone mittels OMP besonders stark mit dem Nachweis
des Epiheltyps A korreliert und mehr Abschnitte mit diesen Zellen im olfaktorischen Epithel
Typ A zu finden sind als im Typ B. Folglich sind im olfaktorischen Epithel Typ A vor allem die
adulten Neurone zu finden.

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei dem Vergleich der Werte fiir den DCX-Nachweis und damit
fir den Nachweis juveniler Neurone. Der Wert rs fir den Typ A lag bei 0,879 und fiir den Typ
B mit 0,876 nur minimal niedriger. Ingesamt konnte fir beide Epitheltypen ein starker
Zusammenhang mit dem Anteil DCX-positiver Epithelabschnitte ermittelt werden, wobei
geringfligig mehr Bereiche mit unreifen olfaktorischen Neuronen im Riechepithel Typ A zu
finden sind als im Typ B.

Fir den Marker PCNA und den Epithetyp A lag der Rangkorrelationskoeffizient bei 0,609.
Hier kann noch von einem deutlichen Zusammenhang gesprochen werden. Der Wert fiir den
Epitheltyp B lag mit 0,684 etwas hdher. Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei der
Expression der Marker OMP und DCX kann festgehalten werden, dass es hier eine starkere
Korrelation zwischen dem Nachweis des Markers und dem Epitheltyp B gibt, was fir eine
vermehrte Proliferation in diesem Bereich spricht.

Noch deutlicher konnte dieser Unterschied bei der Untersuchung der Expression des
Markers TrkA herausgestellt werden. Der Wert rs lag fir das olfaktorische Epithel A bei
0,784. Dies entspricht einem deutlichen Zusammenhang. Der Wert fir den Typ B lag mit
0,876 hoher, weshalb hier von einem starken Zusammenhang bzw. einem starkeren
Zusammenhang im Vergleich zu dem Typ A gesprochen werden kann. Folglich sind in
Bereichen des Epithelyps B mehr Bereiche mit diesen Vorlauferzellen, der horizontalen
Basalzellen, zu finden als in Bereichen des Epitheltyps A.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Marker OMP und DCX im Epitheltyp A

geringfugig stérker nachgewiesen werden konnten als im Typ B. Im Typ A waren also mehr
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Epithelabschnitte mit adulten und juvenilen olfaktorischen Neuronen nachweisbar, wobei der
Unterschied bei der OMP-Expression etwas starker ausgepragt war als beim Nachweis von
DCX. Hinsichtlich der Marker PCNA und TrkA zeigte sich das umgekehrte Bild. Der
Nachweis war in beiden Fallen im Epitheltyp B starker. Das bedeutet, dass es in diesem
Epitheltyp mehr proliferierende und horizontale Basalzellen bzw. mehr Epithelabschnitte mit

diesen Zelltypen gab, was auf eine starkere Proliferation dieses Epitheltyps hinweisen kann.

Abb. 16: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman fiir die Expression der
immunhistologischen Marker im Bezug auf die Epitheltypen
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4.1.4.2 Weitere immunhistologische Marker

Als weitere Marker zur Darstellung der Neurone des Riechepithels wurden die
neuronenspezifische Enolase (NSE), Neuronal nuclei (NeuN) und Tyrosinhydroxylase (TH)
an ausgewdahlten Gewebeschnitten etabliert und getestet.

NSE konnte im Riechepithel des Pferdes als braune Anfarbung der Zellkerne im mittleren
Drittel des Epithels nachgewiesen werden (Abb. 17a). Diese war feingranular bis diffus,
betraf jedoch nicht alle Zellkerne, die in diesem Bereich vorhanden waren. Dies steht im
Gegensatz zu der Expression von OMP (Abb. 10). Von der Lokalisation und Morphologie

abgeleitet, handelte es sich bei den angefarbten Zellkernen um die Kerne der adulten
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olfaktorischen Neuronen. Eine zytoplasmatische Anfarbung konnte nicht beobachtet werden.
Dies steht im Gegensatz zu dem fir Ratte und Maus beschriebenen zytoplasmatischen
Farbemuster. Lediglich bei sehr jungen Tieren ist bekannt, dass eine Farbung des Kerns
auftreten kann (WEILER und BENALI, 2005). NeuN war ebenfalls im Zellkern innerhalb des
olfaktorischen Epithels nachweisbar. Auffallend war hierbei allerdings, dass nicht nur eine
Zellpopulation NeuN exprimierte. Die dunklelbraune, feingranulare bis diffuse Reaktion war
in allen Zonen des Epithels, sowohl apikal, im mittleren Bereich als auch basal zu finden.
Anhand der Lokalisation und der Morphologie schienen neben den Neuronen der
unterschiedlichen Altersstufen auch teils Kerne von Stitzzellen und Vorlauferzellen
angefarbt worden zu sein (Abb. 17b). TH eignete sich gut zur Darstellung der in der Lamina
propria gelegenen Nervenfasern, die die Funktion eines Bindeglieds zwischen den
sensorischen Neuronen des Epithels und dem Bulbus olfactorius einnehmen. Je nachdem,
ob die Nervenfasern im L&ngs- oder Querschnitt getroffen waren, war TH als als eine

streifenférmige Anfarbung der Nervenfasern zu erkennen (Abb. 17c).

Abb. 17: Immunhistologischer Nachweis von NSE, NeuN und TH
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a: neuronenspezifische Enolase (NSE); b: neuronal nuclei (NeuN); c: Tyrosinhydroxylase (TH); AN:
adulte Neurone; JN: juvenile Neurone; S: Stitzzellen; PB: proliferierende Basalzellen; NF:
Nervenfasern; Balken: 50 um
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4.1.5 Vergleichende immunhistologische Untersuchung des olfaktorischen Epithels
der Ratte

Zur Untersuchung der Rattennase konnte zur Darstellung der Expression des Olfactory
marker proteins (OMP) auf das unverdnderte Protokoll des Pferdes zuriickgegriffen werden.
Das Expressionsmuster entsprach dem des Pferdes. In der mittleren Schicht des
Riechepithels, die den adulten Neuronen entspricht, zeigten sich die Kerne und zum Telil
auch der apikale Teil des Zytoplamas bzw. der Dendrit angeférbt.

Doublecortin (DCX) wurde ebenfalls in beiden Spezies von gleichen Zellpopulationen
exprimiert. Hier war DCX in Kernen der unreifen Neurone, die anhand ihrer Morphologie und
Lage erkennbar waren, in beiden Spezies zu finden. Es konnte ebenso in ausgedehnten
Bereichen der Dendrit der Nervenzelle durch seine braune Farbung in Richtung der apikalen
Epitheloberflache verfolgt werden.

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) wurde, bezogen auf das Reaktionsmuster, in
beiden Spezies ebenfalls gleichermallen exprimiert. In einigen Arealen des Epithels war
PCNA in Zellkernen der proliferierenden Basalzellen oder der Kerne der Stitzzellen
nachweisbar. Insgesamt wurden bei der Ratte jedoch mehr Zellen pro Epithelabschnitt und
auch mehr Epithelabschnitte markiert, was auf eine starkere Proliferation des Epithels bei
der Ratte hinweisen kann.

Tyrosinkinase-Rezeptor-A (TrkA) war nur im olfaktorischen Epithel des Pferdes detektierbar.
Nur in sehr kleinen Abschnitten der oralen Mukosa war bei der Ratte TrkA zu beobachten,
wie es fir das Riechepithel zu erwarten gewesen wére.

Neuronenspezifische Enolase (NSE) war beim Pferd gréf3tenteils intranukledr exprimiert. Bei
der Ratte war NSE mit den zur Verfiigung stehenden Antikérpern nicht nachzuweisen.

Die Expression von NeuN lieferte widersprichliche Ergebnisse im Speziesvergleich.
Wahrend NeuN beim Pferd in Kernen einiger adulte und juvenile Neurone zu detektieren
war, waren bei der Ratte nur ganz feine einzelne Dendriten der Nervenzellen NeuN positiv,
die in Richtung Nasenhdhle ragten. Die typische intranukleare Expression fehlte jedoch.
Tyrosinhydroxylase wurde in beiden Spezies vergleichbar exprimiert. In den Nervenfasern,
die unterhalb des Epithels in der Lamina propria zu finden waren, konnte regelmafig eine
granulare mittelbraune Farbung dargestellt werden.

In der Abb. 18 sind die immunhistologischen Marker OMP, DCX, PCNA und TH im
olfaktorischen Epithel der Ratte dargestellt.
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Abb. 18: Immunhistologischer Nachweis von OMP, DCX, PCNA und TH im
olfaktorischen Epithel der Ratte
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a: Olfactory marker protein; b: Doublecortin; c: Proliferating cell nuclear antigen (PCNA); d:
Tyrosinhydroxlase (TH); AN: adulte olfaktorische Neurone; JN: juvenile olfaktorische Neurone; PB:
proliferierende Basalzellen; S: Stiitzzellen; Balken: 50 ym

4.2 EXPERIMENTELLE INTRANASALE BDV-INFEKTION VON LEWIS-RATTEN
4.2.1 Klinik

Wahrend des untersuchten Zeitraums von 3 Stunden post infection (hpi) bis 21 Tagen post
infection (dpi) nach der intranasalen Infektion der adulten Lewis-Ratten zeigte keines der
Tiere neurologische Stérungen. Auch unspezifische Symptome, die auf eine Erkrankung
hatten hinweisen koénnen, wie beispielsweise eine fehlende Gewichtszunahme oder
Verdnderungen des Haarkleides, konnten nicht beobachtet werden. Das Gleiche galt auch
fur die Mock-infizierten Kontrolltiere. Dies wurde in den Score Sheets fir jedes einzelne Tier
dokumentiert. Uber den gesamten Versuchszeitraum war eine tégliche Adspektion
gewabhrleistet. Zuséatzlich wurde jedes Tier bis zu dem Zeitpunkt 14 dpi alle 3 - 4 Tage und ab

diesem Zeitpunkt jeden zweiten Tag eingehend klinisch untersucht.
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4.2.2 Histopathologische Befunde

Zur histopathologischen Untersuchung der Versuchstiere und der Mock-infizierten
Kontrolltiere wurden von den gewonnenen Geweben aus dem ZNS und der Nase H&E-
Schnitte angefertigt und untersucht. In keinem der untersuchten Gewebe fanden sich
histologische Veranderungen, die auf ein entzindliches Geschehen hétten hinweisen
kénnen. Nekrosen oder andere degenerative Veranderungen lagen ebenfalls nicht vor. Auch
zwischen den Mock-infizierten Kontrolltieren und BDV-infizierten Tieren konnten keine

histologisch erkennbaren Unterschiede festgestellt werden.

4.2.3 Immunhistologischer Nachweis von BDV-N

Das Vorhandensein von BDV-N in Nase und Gehirn wurde nach 3, 18 und 24 Stunden,
sowie nach 2, 4, 7, 14 und 21 Tagen nach der intranasalen Infektion untersucht. Pro
Untersuchungszeitpunkt wurden je 5 Nasenhélften der infizierten Tiere bzw. je 2
Nasenhalften bei dem Untersuchungszeitpunkt 21 dpi und bei allen Mock-infizierten Tieren
ausgewertet (Tab. 8).

Grundsétzlich konnte in der immunhistologischen Untersuchung zwischen einer nukledren
und einer zytoplasmatischen Reaktion unterschieden werden. Die nukledre Reaktion zeigte
sich meist als fleckige bis diffuse braune Farbreaktion in den Zellkernen der
unterschiedlichen Zelltypen des olfaktorischen Epithels. Die zytoplasmatische Reaktion war
ebenfalls durch eine fleckige bis meist diffuse Braunfarbung in der perinukledren Region, im
Axon oder im Dendrit gekennzeichnet. In der Regel konnte sie zusammen mit einer
Kernreaktion derselben Zelle vorgefunden werden. Abhéngig vom Zeitverlauf fand sich BDV-
N nicht nur in den reifen Neuronen, sondern auch in den Vorlauferzellen. Sowohl in juvenilen
Neuronen, die weiter basal als die adulten Neurone liegen, als auch beide Typen der
Basalzellen konnte, je nach dpi, BDV-N nachgewiesen werden. In der Lamina propria war
BDV-N in den dort vorhandenen Nervenfaserblindeln zu finden. Daneben war BDV-N auch
in den olfaktorischen Hillzellen nachweisbar. Das Reaktionsmuster entsprach dem der
Zellen des olfaktorischen Epithels. So konnte eine deutliche braune Farbung der Kerne und
Zellfortsatze dieses Zelltyps um die Nervenfasern herum und zwischen die Fasern ziehend
beobachtet werden.

Das zelluldre Reaktionsmuster der BDV-infizierten Gehirnzellen entsprach dem der Zellen
des olfaktorischen Epithels. Es lie® sich zwischen einer nukledren und einer
zytoplasmatischen Reaktion unterscheiden. Die nukledre Reaktion stellte sich meist als
granulare bis grobschollige und zum Teil auch diffuse Anfarbung des Zellkerns dar. Die

zytoplasmatische Reaktion war meist durch eine diffuse Braunfarbung gekennzeichnet.
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Dieses immunhistologische Reaktionsmuster war in Neuronen, Astrozyten und
Ependymzellen zu beobachten. Gleichzeitig konnte im Gehirn BDV-N im Neuropil
nachgewiesen werden. Die entsprechende Farbreaktion stellte sich als eine feingranulére
Anfarbung des Neuropils dar und war meist um Zellansammlungen zu finden von denen sie

strahlenférmig auslief.

4.2.3.1 Kinetik des Nachweises von BDV-N in der Nase

Bei keinem der Versuchstiere war im olfaktorischen Epithel 3, 18, 24 und 48 Stunden nach
der intranasalen Infektion BDV-N nachweisbar. 4 Tage nach der Infektion konnte in 2 der 5
Ratten BDV-N in einzelnen reifen olfaktorischen Neuronen detektiert werden (Abb. 19, Abb.
20a). Bei einem Tier konnte zuséatzlich BDV-N in einzelnen unreifen olfaktorischen Neuronen
dargestellt werden. 7 Tage nach der Infektion war ebenfalls in 2 von 5 Ratten BDV-N in
einzelnen adulten olfaktorischen Neuronen nachweisbar. Erstmalig war auch in
proliferierenden Basalzellen BDV-N nachweisbar (Abb. 19, Abb. 20b). 14 Tage nach der
Infektion war in allen 5 untersuchten Ratten BDV-N in den adulten olfaktorischen Neuronen
nachweisbar. Mit mindestens 10, meist jedoch sogar mit mindestens 60 positiven Zellen pro
Gewebeschnitt bei allen untersuchten Ratten, war eine deutliche Ausbreitung der BDV-
Infektion zu finden. Ebenso war bei allen untersuchten Ratten BDV-N in unreifen Neuronen
zu finden, meist jedoch in weniger Zellen als in den adulten olfaktorischen Neuronen. In
jeweils 3 von 5 Tieren konnte in den Stltzzellen und in den proliferierenden Basalzellen
BDV-N nachgewiesen werden, wobei die maximale Zahl und der Durchschnitt der positiven
Zellen geringer war als bei den juvenilen olfaktorischen Neuronen. In einzelnen horizontalen
Basalzellen fand sich zu diesem Untersuchungszeitpunkt in 2 von 5 Tieren BDV-N. Bei allen
Tieren war 14 dpi sowohl in den Nervenfasern als auch in den olfaktorischen Hillzellen
(olfactory ensheathing cells, OECs) BDV-N nachweisbar, wobei der Nachweis stets in
einzelnen, meist aber in 10 bis 60 Zellen bzw. Nervenfasen pro Gewebeschnitt gelang (Abb.
20; Abb. 19c, d). 21 Tage p.i. war bei allen untersuchen Tieren in allen Zelltypen bzw. in den
Nervenfasern unterhalb des Riechepithels BDV-N in vielen Zellen nachweisbar. Vor allem in
den adulten olfaktorischen Neuronen, in den Nervenfasern und in den olfaktorischen
Hillzellen waren stets weit (iber 60 Zellen bzw. Nervenfasern pro Gewebeschnitt positiv. Die
Anzahl BDV-N positiver juveniler Neurone, Stiitzzellen und proliferierender Basalzellen war
etwas geringer. Lediglich bei den horizontalen Basalzellen war in deutlich weniger Zellen
BDV-N zu finden, da in einem Tier fiir diesen Zelltyp lediglich bis zu 10 positive Zellen auf
dem gesamten Schnitt gefunden werden konnten. Wahrend in den

Untersuchungszeitpunkten bis 7 dpi sowohl viele einzelne positive Zellen als auch kleinere
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Nester positiver Zellen auf dem Gewebeschnitt zu finden waren, dominierten ab 14 dpi BDV-

N-positive Zellherde.

Abb. 19: Nachweis von BDV-N im olfaktorischen Epithel nach intranasaler Infektion
von Lewis-Ratten
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Abb. 20: Immunhistologischer Nachweis von BDV-N im olfaktorischen Epithel

a: 4 dpi; b: 7 dpi; ¢, d: 14 dpi; e, f: 21 dpi; AN: adulte Neurone; JN: juvenile Neurone; PB:
proliferierende Basalzellen; HB: horizontale Basalzellen; NF: Nervenfasern; OEC: olfaktorische
Hullzellen; Balken a - e: 50 ym, f: 500 pm

4.2.3.2 Nachweis von BDV-N im Gehirn

BDV-N war erstmals 14 Tage nach der Infektion immunhistologisch im Gehirn zu erkennen.
Der Nachweis von BDV-N entsprach in seinem Reaktionsmuster der Beschreibung unter

4.2.3.1. BDV-N war in verschiedenen Zelltypen sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma
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detektierbar. AuRerdem lag eine ausgepragte Anfarbung des Neuropils vor. BDV-N war zu
diesem Zeitpunkt vornehmlich in den rostralen Anteilen des Gehirns, inklusive des Bulbus
olfactorius, zu beobachten (Abb. 21a, b). BDV-N konnte jedoch bereits in einzelnen Zellen im
Ammonshorn detektiert werden. 21 Tage nach der Infektion war BDV-N in allen
Gehirnarealen BDV-N in vielen Zellen zu finden (Abb. 21c, d).

Abb. 21: Immunhistologischer Nachweis von BDV-N im Gehirn

a, b: Bulbus olfactorius, 14 dpi; ¢, d: Ammonshorn, 21 dpi; FO: Fila olfactoria; SG: Stratum
glomerulosum mit Stratum granulosum externum; SPE: Stratum plexiforme externum; SM: Stratum
mitrale; SGI: Stratum granulosum internum; AK: duRere Kdrnerzellschicht; CA1: CA1-Region; CA3:
CA3-Region; DG: Gyrus dentatus; P: Pyramidenzellen; Balken: a: 200 ym; b, d: 50 ym; c: 500 ym

4.2.3.3 Negativkontrollen der Immunhistologie

Zu keinem Zeitpunkt der durchgefuhrten Versuche war BDV-N in den Mock-infizierten Tieren

nachweisbar.
4.2.4 Nachweis von BDV-N mRNA und genomischer RNA mittels In-situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung zum Nachweis von BDV-N mRNA bzw. genomischer RNA wurde

an dem aus der Nase gewonnenen Gewebe zu den Untersuchungszeitpunkten 3, 18 und 24
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Stunden nach der Infektion (hpi), sowie 2, 4, 7, 10, 14 und 21 Tagen nach der Infektion (dpi)
bei allen infizierten Ratten und bei je einer Mock-infizierten Ratten zu den Zeitpunkten 1 und
14 dpi (Tab. 8) durchgeflhrt. Zusatzlich wurde diese Untersuchung an den Gehirnen der
Versuchstiere zu den Untersuchungszeitpunkte 18 hpi sowie 7, 4 und 14 dpi (Tab. 8) sowie
bei je einer Mock-infizierten Ratte 1 und 14 dpi durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob virale

RNA oder mRNA zu friiheren Zeitpunkten als virales Antigen nachweisbar war.

4.2.4.1 Reaktionsmuster der In-situ-Hybridisierung

Das zellulare Reaktionsmuster des Nachweises viraler mRNA und genomischer RNA mittels
In-situ-Hybridisierung dhnelte dem Reaktionsmuster des immunhistologischen Nachweises
von BDV-N.

Nachweis der genomischen RNA

Genomische Virus-RNA war ausschliellich im Zellkern zu finden. Zu frihen
Untersuchungszeitpunkten waren einzelne oder mehrere dunkelblaue bis schwarze Granula
innerhalb des Kerns zu finden. Zu spéaten Untersuchungszeitpunkten war eine nahezu
diffuses Signal im Zellkern detektierbar. Insgesamt Gberwog im Gegensatz zum Nachweis
von BDV-N, wo meist eine fleckige bis diffuse Anfarbung des Kerns beobachtet werden

konnte, die granulédre Kernreaktion.

Nachweis der BDV-N mRNA

BDV-N mRNA war in der Regel als zytoplasmatische Farbreaktion nachweisbar. Diese
zeigte sich als granulares bis meist diffuses dunkelblaues, perinukledres zytoplasmatisches
Signal sowie als Signal in den Zellfortsatzen. Aulerdem war in einigen Zellen zusatzlich eine
grobe, granuldre bis diffuse Anfarbung des Zellkerns zu beobachten. Zu friihen
Untersuchungszeitpunkten (4 dpi) lag eine granuldre Anfarbung des Zellkerns ohne

zytoplasmatische Reaktion vor.

4.2.4.2 Kinetik des Nachweises von BDV-N mRNA und viraler genomischer RNA im
olfaktorischen Epithel

Nachweis der genomischen RNA

In der Nase war genomische RNA erstmals 7 Tage nach der Infektion nachweisbar. Dies war
in 3 von 5 Ratten in einzelnen adulten Neuronen oder in einer mittleren Menge dieser Zellen
mdglich. Zu diesem Untersuchungszeitpunkt war auch in den unreifen Riechnervenzellen in
2 Tieren genomische RNA nachweisbar, wobei der Nachweis in diesen Tieren in geringer

und in mittlerer Zahl der Zellen gelang (Abb. 22a, Abb. 23). In 2 Tieren konnte auRerdem,

125



Ergebnisse

wenn auch nur in einzelnen Bereichen, virale RNA in den Nervenfasern nachgewiesen
werden (Abb. 22b, Abb. 23). In einem Tier fand sich auf’erdem genomische RNA in den
olfaktorischen Hiillzellen, jedoch nur in wenigen Zellen (<10). 14 Tage nach der Infektion
fand sich in allen untersuchten Tieren genomische RNA in reifen und unreifen olfaktorischen
Neuronen sowie in den OECs (Abb. 22c, Abb. 23). Bei den reifen Neuronen wurde stets
zwischen 10 und 60 positive Zellen gefunden, bei den unreifen Neuronen nur bis zu 10. Bei
den OECs war ebenfalls in weniger als 60 Zellen genomische virale RNA nachweisbar, im
Durchschnitt waren jedoch etwas weniger Zellen positiv als bei den reifen olfaktorischen
Neuronen. In 2 Tieren war genomische RNA auch in einzelnen Nervenfasern auffindbar. 21
Tage nach der Infektion konnte in beiden der untersuchten Ratten genomische RNA in den
reifen und unreifen olfaktorischen Neuronen sowie in den Nervenfasern und in den
olfaktorischen Hullzellen gefunden werden. Wahrend bei beiden Tieren immer zwischen 10
und 60 adulte Neurone positiv waren, fanden sich bei einem Tier nur einzelne positive
juvenile Neurone, Nervenfasern und olfaktorische Hullzellen (Abb. 22d, e; Abb. 23). Somit
war 14 und 21 dpi eine deutliche Zunahme von herdférmigen Bereichen mit positiven Zellen
zu beobachten. Zu keinem der Untersuchungszeitpunkte war mittels /n-situ-Hybridisierung
genomische RNA in den Stitzzellen sowie den proliferierenden und horizontalen Basalzellen
nachweisbar. Auch in anderen Zellen des respiratorischen Epithels war nie genomische
virale RNA detektierbar.

126



Ergebnisse

Abb. 22: In-situ-Hybridisierung zum Nachweis viraler genomischer RNA im
olfaktorischen Epithel

-
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a: adulte und juvenile Neurone, 7 dpi; b: OECs und Nervenfasern in der Lamina propria, 7 dpi; c:
adulte und juvenile Neurone, 14 dpi; d: adulte Neurone, 21 dpi, e: OECs und Nervenfasern in der
Lamina propria, 21 dpi; AN: adulte Neurone; JN: juvenile Neurone; NF: Nervenfasern; OEC:
olfaktorische Hullzellen; Balken: 50 ym
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Abb. 23: Nachweise der genomischen RNA im olfaktorischen Epithel
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x-Achse: Untersuchungszeitpunkte; y-Achse: mittlerer Score fiir den Nachweis der genomischen RNA
(gRNA) in den jeweiligen Zelltypen; hpi: hours post infection dpi: days post infection; arithmetrischer
Mittelwert; Fehlerbalken: minimaler/maximaler Wert

Nachweis der BDV-N mRNA

BDV-N mRNA konnte erstmals 4 Tage nach der intranasalen Infektion bei 2 von 5
untersuchten Tieren in mittlerer Anzahl in reifen olfaktorischen Neuronen nachgewiesen
werden. Diese fand sich jedoch zu diesem Zeitpunkt vornehmlich im Zellkern und nicht im
Zytoplasma (Abb. 25; Abb. 24a). 7 Tage nach der Infektion war bereits bei 4 von 5 Tieren
BDV-N mRNA in den adulten Neuronen zu finden, wobei, wie auch 4 Tage nach der
Infektion, maximal zwischen 10 und 60 Zellen positiv waren. Auch hier war, neben einer
leichten zytoplasmatischen Farbung, eine Farbung des Zellkerns erkennbar (Abb. 25; Abb.
24b). 14 Tage nach der Infektion war bei allen 5 infizierten Ratten mRNA in den reifen und in
den unreifen Neuronen detektierbar. Auffallend war eine meist herdférmige Verteilung der
positiven Zellen. Die Zahl der positiven Zellen variierte zwischen einzelnen und mehr als 60
auf dem Gewebeschnitt, wobei insgesamt die Zahl der positiven adulten Neurone geringfugig
héher lag als die der juvenilen Neurone. Auflerdem waren mehr positive Zellen als in
vorherigen Zeitpunkten zu finden (Abb. 25; Abb. 24c). In den Nervenfasern und in den OECs
war zu diesem Untersuchungszeitpunkt mRNA bei 2 der 5 Tiere nachweisbar. Bei den
Nervenfasern fand sich hdchstens eine mittlere Zahl positiver Fasern, wohingegen bei den

OECs auch mehr als 60 positive Zellen vorlagen. 21 Tage nach der Infektion war bei den
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beiden untersuchten Ratten jeweils in den reifen und unreifen Neuronen sowie in den
Nervenfasern und in den OECs BDV-N mRNA nachweisbar. Bei den adulten Neurone fand
sich eine mittlere oder hohe Zahl positiver Zellen, bei den unreifen Neuronen waren in einem
Tier nur einzelne positive Zellen detektierbar, weshalb im Durchschnitt etwas weniger
juvenile als adulte Neuronen positiv waren (Abb. 25; Abb. 24d). Sowohl in den Nervenfasern
als auch in den OECs fanden sich entweder nur einzelne oder zwischen 10 und 60 positive
Zellen auf dem Gewebeschnitt (Abb. 25e, f). Auch 21 dpi dominierte das herdférmige
Verteilungsmuster. Insgesamt wurde demnach eine Zunahme positiver Zellen tber die Zeit
beobachtet. AuRRer in den benannten Zellen wurde keine BDV-N mRNA in anderen Zelltypen

oder in anderen Epithelien der Nase nachgewiesen.

Abb. 24: Nachweise BDV-N mRNA im olfaktorischen Epithel
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x-Achse: Untersuchungszeitpunkte; y-Achse: mittlerer Score fiir den Nachweis der BDV-N mRNA in
den jeweiligen Zelltypen; hpi: hours post infection dpi: days post infection; arithmetrischer Mittelwert;
Fehlerbalken: minimaler/maximaler Wert
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Abb. 25: In-situ-Hybridisierung zum Nachweis BDV-N mRNA im olfaktorischen Epithel

a: adulte Neurone, 4 dpi; b: adulte Neurone, 7 dpi; c: adulte und juvenile Neurone, 14 dpi; d: adulte
und juvenile Neurone, 21 dpi, e: Nervenfasern in der Lamina propria, 21 dpi; f: adulte und juvenile
Neurone, OECs in der Lamina propria, 21 dpi; AN: adulte Neurone; JN: juvenile Neurone; NF:
Nervenfasern; OEC: olfaktorische Hullzellen; Balken a - e: 50 ym, f:100 ym

4.2.4.3 Nachweis von viraler genomischer RNA und BDV-N mRNA im Gehirn

Um zu untersuchen, ob bei einer BDV-Infektion genomische und mRNA schon friher als
virales Antigen im Gehirn nachweisbar war, wurde vom Gehirn der je 5 Ratten zu den

ausgewdhlten Untersuchungszeitpunkten 18 hpi sowie 4, 7 und 14 dpi eine In-situ-
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Hybridisierung durchgefiihrt. Zu keinem dieser Zeitpunkte war virale genomische RNA oder

BDV-N mRNA in den untersuchten Gehirnarealen nachweisbar.

Genomische RNA

Genomische RNA war, wie virales Antigen (4.2.3.3), erstmalig 14 Tage nach der Infektion
nachzuweisen. Das Reaktionsmuster war durch einzelne intranukledr gelegene Granula oder
eine feingranulare bis diffuse Farbung des Zellkerns gekennzeichnet, die meist in Neuronen
und Astrozyten zu finden war. Allerdings war in der In-situ-Hybridisierung insgesamt nur in
wenigen Zellen genomische RNA zu finden. In Abb. 26a ist das granuldre nukleére

Reaktionsmuster in einem Neuron im Bulbus olfactorius zu sehen.

BDV-N mRNA

Auch BDV-N mRNA war erst 14 Tage nach der Infektion im ZNS detektierbar. Das
Reaktionsmuster war meist durch eine diffuse dunkelblaue Farbung des Zytoplasmas
gekennzeichnet, die Uberwiegend in Neuronen und Astrozyten zu finden war. In Abb. 26b ist

ein Ausschnitt des Bulbus olfactorius nahe den des Ethmoids zu sehen.

Abb. 26: In-situ-Hybridisierung zum Nachweis genomischer RNA und BDV-N mRNA im
Gehirn

a, b: 14 dpi; Pfeil: genomische virale bzw. BDV-N mRNA; Balken: 50 ym
4.2.4.4 Negativkontrollen der In-situ-Hybridisierung

Als Negativkontrollen wurde Gewebe von Mock-infizierten Versuchstieren verwendet. Mit
den Gewebeschnitten dieser Tiere wurde die In-situ-Hybridisierung analog zu den
Gewebeschnitten der BDV-infizierten Versuchstiere durchgefihrt. Eine als positiv zu
bewertende dunkelblaue bis schwarzbraune Anfarbung zelluldrer Komponenten lag nicht vor.

Weiterhin wurde bei jedem Versuchstier, das in der In-situ-Hybridisierung untersucht wurde,
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neben der Inkubation mit den RNA-spezifischen Sonden auch eine Inkubation mit reinem
Hybridisierungs-Mix durchgefiihrt. Bei keinem der untersuchten Tiere fand sich hier eine als

positiv zu bewertende Farbreaktion.

4.2.5 Ubergreifende statistische Auswertung der In-vivo-Infektionsversuche

Um zu untersuchen, ob der Nachweis von BDV-N (4.2.3.1) bzw. der entsprechenden
genomischen RNA und der mRNA (4.2.4.2) abh&ngig vom Untersuchungszeitpunkt nach der
Infektion war, wurde ein exakter Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Es konnte berechnet
werden, dass der Einfluss des Untersuchungszeitpunktes auf den immunhistologischen
Nachweis von BDV-N bei allen untersuchten Zelltypen bzw. in den Nervenfasern signifikant
war. Hier ergaben sich stets Werte von p<0,05 (Tab. 31). Das bedeutet, dass bei globaler
Betrachtung der vermehrte Nachweis von BDV-N im Infektionsverlauf in allen Zelltypen des
olfaktorischen Epithels signifikant war. Dies spricht fiir eine Ausbreitung des BDV im
olfaktorischen Epithel im Laufe der Infektion.

Diese Beobachtungen trafen ebenfalls fir die genomische RNA bei den adulten und
juvenilen Neuronen sowie bei den Nervenfasern und bei den olfaktorischen Hillzellen zu.
Hier ergaben sich stets Werte von p<0,05 (Tab. 31). Die Zunahme der Zahl positiver Zellen,
die mittels der In-situ-Hybridisierung detektiert wurden, war demnach abhangig vom
Untersuchungszeitpunkt nach der BDV-Infektion. Folglich war, bei globaler Betrachtung, der
vermehrte Nachweis von genomischer RNA in diesen Zelltypen des olfaktorischen Epithels
im Laufe der Zeit signifikant, was fiir eine vermehrte Replikation des BDV im Laufe der Zeit
im olfaktorischen Epithel sprechen kann. In den Stitzzellen und in beiden Typen der
Basalzellen konnte mittels /n-situ-Hybridisierung keine genomische RNA nachgewiesen
werden.

Auch fur den Nachweis der BDV-N mRNA wurde mit dem exakten Kruskal-Wallis-Test
untersucht, ob die vermehrte Zahl positiver Zellen abhdngig vom Untersuchungszeitpunkt
war. Dies traf, wie bei der genomischen RNA auch, bei den adulten und juvenilen Neuronen
sowie bei den Nervenfasern und bei den olfaktorischen Hillzellen zu (p<0,05; Tab. 31), was
auf eine Ausbreitung des BDV und eine vermehrte Transkription im Laufe der Infektion
hinweisen kann. In den Stitzzellen und in den proliferierenden sowie horizontalen
Basalzellen konnte in der In-situ-Hybridisierung keine BDV-N mRNA nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, ob ein monotoner Trend bzw. eine stetige Entwicklung bei der
zeitabhangigen Zunahme im Nachweis von BDV-N (4.2.3.1), der entsprechenden mRNA
oder der genomischen RNA (4.2.4.2) vorlag, wurde jeweils die Rangkorrelation nach

Spearman untersucht.
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Hinsichtlich des Nachweises von BDV-N konnte fiir alle untersuchten Zelltypen und
Nervenfasern ein Wert von p<0,05 ermittelt werden. Der Rangkorrelationskoeffizient rs lag fur
alle untersuchten Zelltypen bzw. fir die Nervenfasern bei Werten zwischen 0,52 und 0,76,
wobei insbesondere flr die adulten olfaktorischen Neurone mit dem Wert 0,76 eine starke
Korrelation gefunden wurde (Tab. 32). Somit ist festzuhalten, dass hier ein deutlicher
Zusammenhang und ein monotoner Trend zwischen Zeit und Zahl Virusantigen-positiver
Zellen zu erkennen war sowie dass im Verlauf der Zeit stetig mehr Antigen nachgewiesen
werden konnte und es nicht zu einer Abnahme kam.

Auch fur den Nachweis der genomischen RNA wurde der Rangkorrelationskoeffizient rs nach
Spearman untersucht. Dieser konnte jedoch nur fir adulte und juvenile Neurone, sowie fur
Nervenfasern und olfaktorische Hiillzellen ermittelt werden, da nur dort genomische RNA
detektiert werden konnte. Hier lag p stets unter 0,05. Fir die Zelltypen und die Nervenfasern,
in denen der Nachweis der viralen RNA gelang, konnten Werte zwischen 0,56 und 0,77
ermittelt werden (Tab. 32). Somit konnte auch in dieser Untersuchungsreihe ein deutlicher
Zusammenhang zwischen Zeit nach der Infektion und Zahl positiver Zellen, in denen
genomischen RNA gefunden werden konnte, erkannt sowie ein monotoner Trend und damit
eine stetige Zunahme der genomischen RNA, beobachtet werden.

Wie auch bei der viralen genomischen RNA konnte der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman lediglich fir die adulten und juvenilen Neurone sowie fir die Nervenfasern und die
olfaktorischen Hullzellen ermittelt werden, da in den anderen untersuchten Zelltypen in der
In-situ-Hybridisierung keine spezifische BDV-N mRNA nachgewiesen werden konnte. In den
Zelltypen, in denen diese Untersuchung mdéglich war, lag p immer unter 0,05, was bedeutet,
dass die nachgewiesenen Zunahmen Uber die Zeit signifikant waren. Fur die Zelltypen und
die Nervenfasern in denen der Nachweis der BDV-N mRNA gelang, wurden Werte zwischen
0,51 und rund 0,8 ermittelt (Tab. 32). Somit kann auch fir die nachgewiesene BDV-N mRNA
ein deutlicher Zusammenhang und ein monotoner Trend zwischen Zeit und Starke des
Nachweises der BDV-N mRNA bestatigt werden, was bedeutet, dass eine stetige Zunahme

Uber die Zeit nachzuweisen war.

4.2.6 Nachweis von Proliferationsmarkern im olfaktorischen Epithel

In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, ob die intranasale Infektion mit dem BDV mit
einer Anderung der Proliferationsrate der olfaktorischen Neurone einhergeht. Untersucht
wurden je 3 BDV-infizierte und 2 Mock-infizierte Ratten zu den Untersuchungszeitpunkten 2,
4 und 7 dpi. Als Proliferationsmarker wurde PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)
verwendet. Im Riechepithel konnten sowohl die Kerne der proliferierenden Basalzellen als

auch die sich teilenden Stitzzellen dargestellt werden. Die braun markierten Zellkerne
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wurden in 20 Abschnitten des olfaktorischen Epithels in jedem Tier gezahlt. Ein Abschnitt

entsprach hierbei einer Epithelldnge von 250 ym (Abb. 27).

4.2.6.1 Reaktionsmuster

Die positive immunhistologische Reaktion zeigte sich als diffuse braune Kernfarbung der
proliferierenden Basalzellen. Daneben konnten eine vergleichbare Reaktion auch in den
Kernen der Stitzzellen vorgefunden werde, die jedoch augenscheinlich zahlenmaRig

deutlich schwéacher ausgepragt war (Abb. 27).

Abb. 27: Immunhistologischer Nachweis und Auszdhlung von PCNA im olfaktorischen
Epithel der Ratte

al
-

Rotes +: positive proliferierende Basalzelle; griines *: positive Stitzzelle
4.2.6.2 Gegendtiberstellung der Proliferationsrate in BDV- und Mock-infizierten Tieren

2 Tage nach der Infektion mit dem BDV konnte in den 20 bewerteten Epithelabschnitten der
3 Tiere durchschnittlich rund 9 proliferierender Basalzellen pro 250 pym-Abschnitt gezahit
werden. Die Zahl der markierten Kerne von Stiitzzellen lag bei rund 2 markierten Zellen in
den untersuchten Epithelabschnitten. Zum Untersuchungszeitpunkt 4 dpi betrug der
Durchschnitt 12 markierte Basalzellen pro definierter Epithellange. Bei der Auszahlung der
Stiitzzellen ergab sich ein Durchschnitt von rund 3 positiven Zellen. Am 7. Tag nach der
Infektion lag der Durchschnitt bei 11 markierten proliferierenden Basalzellen pro 250 ym des
olfaktorischen Epithels. Durchschnittlich 3 Stitzzellen waren zu diesem Zeitpunkt in den
untersuchten Epithelabschnitten positiv. In den Tieren, bei denen eine Mock-Infektion
durchgefuhrt wurde, waren 2 Tage nach der Mock-Infektion durchschnittlich rund 12
proliferierende Basalzellen in den ausgemessenen Epithelabschnitten darstellbar. Zu diesem
Zeitpunkt waren in den 20 untersuchten Abschnitten durchschnittlich rund 3 positive
Zellkerne von Stitzzellen zu finden. In den Ratten, die 4 Tage nach der Mock-Infektion

untersucht wurden, konnten immunhistologisch ca. 9 Basalzellen markiert werden. Zur
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gleichen Zeit fand sich bei den Stltzzellen ebenfalls ein Mittelwert von rund 3 positiven
Zellen pro Epithelabschnitt. 7 Tage nach der Mock-Infektion lag der Durchschnitt der
proliferierenden Basalzellen bei 12 Zellen. Immunhistologisch konnten durchschnittlich rund
2 Stitzzellen in den 250 um-Abschnitten des olfaktorischen Epithels detektiert werden. Beim
Vergleich der BDV- mit den Mock-infizierten Ratten zu den unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten fiel auf, dass 2 Tage nach der intranasalen Infektion geringfugig
mehr markierte Basal- und Stiitzzellen in den Mock-infizierten Tieren als in den BDV-
infizierten Tieren zu finden waren. Betrachtete man hingegen die Untersuchungszeitpunkte 4
und 7 Tage nach der Infektion, war eine Umkehr des Trends zu erkennen. Zu beiden
Zeitpunkten fanden sich etwas mehr positive proliferierende Basalzellen und Stitzzellen in
den BDV-infizierten Tieren als in den Mock-infizierten Tieren. Eine Ausnahme stellten hier
allerdings die proliferierenden Basalzellen dar, deren Wert 7 Tage nach der Inokulation auch
in den Mock-infizierten Tieren gréler war als in den BDV-infizierten Tieren. Insgesamt
konnte festgestellt werden, dass die proliferierenden Basalzellen in beiden Tiergruppen eine
deutlich starkere Proliferation zeigten als die Stitzzellen. Im zeitlichen Verlauf dnderte sich
die Proliferationsrate der beiden Zelltypen in den Gruppen BDV-Infektion und Mock-Infektion
allerdings nur geringflgig. Die Ergebnisse der Zellzahlung sind graphisch in Abb. 28

dargestellt.
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Abb. 28: Anzahl der PCNA-positiven Basal- und Stiitzzellen im Bezug auf die BDV- und
Mock-infizierten Tiere zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten
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x-Achse: Basal- und Stitzzellen der Gruppen BDV-infiziert und Mock-infiziert zu den Zeitpunkten 2, 4,
7 Tage nach der Infektion; PCNA: Proliferating cell nuclear antigen; dpi: days post infection;
arithmetrischer Mittelwert; Fehlerbalken: Standardabweichung

Eine zweifaktorielle Varianzanalyse zum Nachweis potentieller Effekte von Infektion und Zeit
auf die Zahl positiver Zellen sowie Wechselwirkungen zwischen beiden Faktoren ergab keine
signifikanten Ergebnisse. Die p-Werte lagen fir den Faktor Infektion bei 0,8153, fur den
Faktor Zeit bei 0,8016 und fiir die Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren bei 0,1818 und

waren somit nicht signifikant.

4.3 DISSOZIATIONSKULTUR DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS

4.3.1 Charakterisierung der Dissoziationskultur

4.3.1.1 Zellmorphologie in der nativen Kultur

Einen Tag nach der Aussaat der Zellen (days in vitro, DIV) wurde die native Kultur

lichtmikroskopisch begutachtet. Es fand sich ein heterogenes Bild von in Gruppen oder
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einzeln liegenden Zellen. Neben nicht-neuronalen Zellen fanden sich auch die olfaktorischen
Neurone, die zu diesem Zeitpunkt bereits die Zellfortsatze ausgestreckt hatte. Der Zellleib,
der zum Grofdteil mit dem runden Zellkern ausgefillt war, stellte sich im Lichtmikroskop als
hell leuchtend dar. Oft konnte der Dendrit, bei dem haufig der Endknopf erkennbar war,
identifiziert werden. Das Axon war nicht immer zu erkennen. Daneben fielen die
olfaktorischen Hiillzellen als weitere dominierende Komponente in der Mischkultur auf. Sie
zeigten sich als lange, schmale Spindelzellen mit ovalem Zellkern, der entsprechend der
Langsachse der Zelle orientiert war. Im Kern waren meist 1 bis 2 deutlich abgegrenzte
Nukleoli sichtbar. Im Gegensatz zu den Zellen, die in ihrer Morphologie Fibroblasten
entsprachen, war dieser Zelltyp einen Tag nach der Aussaat viel schmaler und besal}
langere Fortsatze.

In der Abb. 29a sind Zellen, die der Morphologie olfaktorischer Neurone entsprachen und in

Abb. 29b sind Zellen, die der Morphologie olfaktorischer Hiillzellen entsprachen, abgebildet.

Abb. 29: Native Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels
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a, b: 2 DIV; Pfeile in a: olfaktorische Neurone; Pfeile in b: olfaktorische Hiillzellen; Balken a: 50 ym, b:
100 pm

Auch nach 14 DIV war der Uberwiegende Teil der Zellen noch vital und zeigte keine
Hinweise auf Zelltod wie Abrunden oder Ablésen. Anders sah es hingegen bei den Neuronen

aus, welche ab 4 DIV deutlich in ihrer Zahl verringert waren.
4.3.1.2 Reaktionsmuster der olfaktorischen Neurone

In der Immunfluoreszenz (IF) stellten sich die olfaktorischen Neurone als einzeln oder in
Gruppen liegende bipolare und B Ill-Tubulin-positive Zellen mit Dendrit und zum Teil mit
Axon dar. Sowohl der Dendrit und, falls vorhanden, das Axon sowie ein schmaler
Zytoplasmasaum um den Zellkern herum waren homogen grin angefarbt. Oft konnte der

Endknopf des Dendriten identifiziert werden (Abb. 30). Auffallend war aufRerdem, dass der
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Dendrit bzw. gegebenenfalls das Axon der Nervenzellen erst ab ca. 1 Tag in der Kultur
sichtbar wurden. Zu den friiheren Zeitpunkten schienen diese Zellfortsdtze noch in der Ndhe

des Zellkérpers zu liegen und noch nicht ausgestreckt zu sein.

Abb. 30: Immunfluoreszenz der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels zur
Darstellung der olfaktorischen Neurone

a, b: olfaktorisches Neurone 2 DIV; R IlI-Tubulin, Cy2; Kernfarbung: DAPI; Balken a: 20 ym, b: 100 ym
4.3.1.3 Reaktionsmuster nicht-neuronaler Zellen

Die morphologisch als olfaktorische Hullzellen identifizierbaren Zellen wurden anhand ihrer
GFAP-Expression detektiert. Diese Zellen zeigten eine Anfarbung des Zytoplasmas mit
fadiger bis feinfadiger Struktur. Um zu beurteilen, in welchem Ausmal} die Mischkultur auch
unerwiinschte Fibroblasten aus der Lamina propria enthielt, wurden Vimentin-positive Zellen
dargestellt, die eine ausgepragte Anfarbung des Zytoplasmas aufwiesen. In der Abb. 31a
sind eine GFAP-positive olfaktorische Hillzelle und in der Abb. 31b ein Vimentin-positiver
Fibroblast abgebildet.
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Abb. 31: Immunfluoreszenz der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels zur
Darstellung der olfaktorischen Hiillzellen und der Fibroblasten

a: olfaktorische Hullzelle; GFAP, Cy2; b: Fibroblast; Vimentin, Cy3; Kernfarbung DAPI; Balken: 20 ym
4.3.1.4 Quantifizierung ausgewébhlter zelluldrer Komponenten

Um den Anteil der adulten Neurone an der Gesamtzellpopulation zu bestimmen, wurden die
3 1ll-Tubulin-positiven Neurone ausgezahlt. Als Neurone wurden die Zellen gezahlt, deren
Zytoplasma, Axon und Dendrit eine deutliche, leuchtend grine Fé&rbung aufwiesen.
Gleichzeitig war es aufgrund einer schemenhaften Hintergrundfarbung mdéglich, Zellen zu
identifizieren, die der Morphologie der olfaktorischen Hillzellen entsprachen. Pro
Untersuchungszeitpunkt und Wiederholung wurden mindestens 600 Zellen, verteilt auf 3
Deckglaschen, gezahlt. Demnach wurden pro Zeitpunkt mindestens 1800 Zellen bzw. DAPI-
positive Kerne ausgewertet. Vier Stunden nach der Aussaat konnten zwischen rund 26 %
und 45 % mit B [lI-Tubulin markierte Neurone gez&hlt werden. Der Durchschnitt lag bei 33 %.
Nach 24 Stunden in Kultur waren durchschnittlich rund 27 % der Zellen als Neurone
identifizierbar. Der prozentuale Anteil lag zwischen rund 26 % und 29 %. Der
durchschnittliche Anteil der Neurone verringerte sich im weiteren Zeitverlauf auf
durchschnittlich 18 % nach 48 Stunden bzw. auf rund 8 % nach 4 DIV, wobei nach 48 h in
Kultur der prozentuale Anteil zwischen 16 % und 20 % bzw. nach 4 DIV zwischen 5 % und
12 % lag. Zum Ende der Versuchsreihe, 7 Tage nach der Aussaat, konnten lediglich
zwischen 5 % und 8 % der Zellen als Neurone angesprochen werden. Der Durchschnitt lag
in diesem Fall bei rund 6 %. Bei den olfaktorischen Hullzellen zeigte sich Uber die
Kulturdauer keine eindeutige Zu- oder Abnahme. Im Laufe der Zeit waren Schwankungen
des durchschnittlichen Anteils an der Gesamtzellpopulation zwischen rund 8 % und 14 % zu

finden. Der zeitliche Verlauf beider zellularer Komponenten ist in Abb. 32 dargestellit.
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Abb. 32: Prozentualer Anteil der untersuchten Zelltypen an der Gesamtzellzahl der
Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels bezogen auf die Zeit in Kultur
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4.3.2 BDV-Infektion der Dissoziationskultur

4.3.2.1 Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis von BDV-N

Die Dissoziationskultur wurde zum Zeitpunkt 1 DIV mit BDV-infiziert und zu den Zeitpunkten
4,7, 10 sowie 14 dpi auf das Vorhandensein von BDV-N untersucht. Als positiv wurde eine
Zelle bewertet, die eine intranukledre, granulare und bei der Verwendung des Cy3-
gekoppelten Sekundérantikdrpers leuchtend rote Farbung aufwies, die in der
Negativkontrolle nicht zu finden war. Meist waren mehrere Granula unterschiedlicher Groéf3e
in einem Zellkern zu finden. Es konnte zudem beobachtet werden, dass ein Grofteil der
Zellen mit dieser Kernreaktion auch eine starke diffuse Rotfarbung des Zytoplasmas
aufwiesen, die deutlich Gber das Mal der Hintergrundfarbung negativer Zellen hinaus ging.
In Abb. 33 sind verschieden Zelltypen abgebildet, die die typische intranukledre granulére

Farbung des Zellkerns nach der BDV-Infektion aufwiesen.
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Abb. 33: Immunfluoreszenz der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels zum
Nachweis von BDV-N

a: olfaktorisches Neuron; b: olfaktorische Hullzelle; c: nicht-neuronale Zellen; Bo18, Cy3; Kernfarbung:
DAPI; a, c: 7 Tage nach der Infektion; b: 4 Tage nach der Infektion; Pfeile: intranukledrer Nachweis
von BDV-N; Balken: 20 ym

Pro Zeitpunkt einer jeden Wiederholung wurden mindestens 400 Zellen gezahlt und die
Anzahl BDV-N-positiver Zellen an der Gesamizellzahl bestimmt. Insgesamt wurden so pro
Zeitpunkt mindestens 1200 Zellen ausgewertet. Vier Tage nach der Infektion zeigten
zwischen 10 % und 11 % der Zellen die beschriebene Kernreaktion bzw. in vielen Fallen
zusatzlich auch die diffuse Zytoplasmareaktion. Nach 7 Tagen lag der prozentuale Anteil der
infizierten Zellen zwischen 12 % und 23 %, mit einem Durchschnitt von 19 %. 10 Tage nach
der Infektion konnte ein weiterer Anstieg des prozentualen Anteils ausgemacht werden, der
zwischen 16 % und 24 % lag. Der Mittelwert fur diesen Zeitpunkt betrug 23 %. Am Ende der
Versuchsreihe, 14 Tage nach der Infektion, waren durchschnittlich 29 % der Zellen sicher
infiziert. Die prozentualen Anteile lagen zwischen 25 % und 36 %. Insgesamt konnte ein
Anstieg der infizierten Zellen im Infektionszeitraum verzeichnet werden. Dieser Verlauf ist in
Abb. 34 dargestellt.
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Abb. 34: Prozentualer Anteil der infizierten Zellen nach BDV-Infektion an der
Gesamtzellzahl der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels bezogen auf die
Zeit in Kultur
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4.3.2.2 Nachweis BDV-infizierter olfaktorischer Neurone

Als Bestédtigung, dass die olfaktorischen Neurone mit BDV infizierbar sind, wurde in
ausgewahlten Kulturen eine Doppelmarkierung durchgefiihrt. Hierzu wurden R IlI-Tubulin als
Marker fiir olfaktorische Neurone und Bo18 zum Nachweis von BDV-N verwendet. 3 IlI-
Tubulin war als typische Anfarbung des Zytoplasmas und der Zellfortsatze zu finden und
BDV-N als typische granuldre Kernreaktion. Allerdings waren nicht viele BDV-N positive
Neurone darstellbar, da eine ausgepragte Infektion der Kultur mit dem BDV meist erst nach 4
Tagen sichtbar war. Zu diesem Zeitpunkt waren durchschnittlich allerdings nur noch rund 8
% Riechnervenzellen in der Kultur vorhanden. Zwei ausgewédhlte Beispiel einer
Doppelmarkierung zum Untersuchungszeitpunkt 4 dpi sind in Abb. 35 zu sehen. Auffallig
hierbei war die sehr feingranuldre Reaktion in einem der Neurone (Abb. 35a) im Vergleich zu

der eher groben und ausgepragteren Reaktion des anderen Neurons (Abb. 35b).
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Abb. 35: Immunfluoreszenz der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels nach
BDV-Infektion zum Nachweis von BDV-N und zur Darstellung olfaktorischer Neurone

a, b: nicht-neuronale Zellen und in griin: olfaktorisches Neuron, 3 1ll-Tubulin, Cy2; rot: Bo18 (BDV-N),
Cy3; Kernfarbung: DAPI; 4 dpi; Inserts: VergéRerung der Zellkerne der olfaktorischen Neurone; Pfeile:
intranukledrer Nachweis von BDV-N; Balken: 50 pm

4.4 ORGANOTYPISCHE GEWEBEKULTUR DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS

4.4.1 Charakterisierung der organotypischen Gewebekultur

In zahlreichen Vorversuchen wurden die optimalen Kulturbedingungen fiir die
organotypische Gewebekultur des olfaktorischen Epithels bestimmt. Der Erhalt von
Morphologie und Struktur war am besten, wenn die Knorpel- und Knochenbestandteile an
den Gewebestlicken belassen wurden (Abb. 36). Dies hatte zwar zur Folge, dass sich nicht
alle Stiicke an der Membran anhefteten, jedoch konnte so einer Dissoziation der Kulturen
Uber die Zeit entgegen gewirkt werden. Da préparationsbedingt nicht nur olfaktorisches,
sondern auch geringe Anteile respiratorisches Epithel mit in Kultur gebracht wurden, konnte
im Mikroskop die Vitalitdt des Epithels begutachtet werden. Auch 14 Tage nach der
Praparation war in einigen Bereichen noch eine Flimmerbewegung des respiratorischen
Epithels sichtbar. Die Gewebestlicke bestanden, je nach Entnahmestelle, aus Knorpel- oder
Knochenanteilen des Nasenseptums oder der Nasenmuscheln, der Lamina propria mit den
Nervenfasern sowie olfaktorischem bzw. in Teilen respiratorischem Epithel. Oft flachte das
Epithel Uber die Zeit ab oder dinnte aus, weshalb nicht immer die vollstdndige epitheliale
Oberflache zu allen Untersuchungszeitpunkten zur Begutachtung vorlag. Die abgeschilferten

epithelialen Zellen sammelten sich neben den Gewebestiicken auf der Membran.

143



Ergebnisse

Abb. 36: H&E-Farbung der organotypischen Gewebekultur

2 DIV; OE: olfaktorisches Epithel; NF: Nervenfasern; D: Detritus; Balken: 200 pm

4.4.2 BDV-Infektion der organotypischen Gewebekultur

Nach der Préparation wurden die Gewebestilicke mit der BDV-Virussuspension infiziert und
4, 7,10 und 14 dpi mit 4 % PFA fixiert und eingebettet (3.4.2)

4.4.2.1 Immunhistologischer Nachweis von BDV-N

BDV-N war erstmals 4 Tage nach der Infektion nachweisbar (Abb. 37). Auffallend war, dass
dies zuerst meist in Zellen mit der Morphologie und Lokalisation von olfaktorischen Hillzellen
der Fall war. Diese lagen in unmittelbarer Ndhe der Nervenfaserbiindel in der Lamina propria
der Gewebestiickchen. Hinweise auf eine Infektion des olfaktorischen Epithels der
Gewebestilickchen ergaben sich zu keinem der Zeitpunkte. Wahrend der histologischen
Aufarbeitung der Gewebestlickchen wurde deutlich, dass die Auswertung durch die geringe
Grofie der Proben sehr erschwert wurde, da die Stiicke oft verkippten und das Epithel auf
dem histologischen Schnitt nur noch unvollstandig zur Begutachtung vorlag.

Insgesamt erwies sich diese Methode als bedingt geeignet zur Untersuchung der BDV-
Infektion. Innerhalb eines Préparationsansatzes fanden sich viele Gewebestiickchen, die als
negativ bewertet werden mussten. Pro Ansatz waren nur wenige Zellen in einzelnen
Stlckchen positiv. Auch eine Zunahme des Antigen-Nachweises Uber die Zeit konnte nicht

beobachtet werden.
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Abb. 37: Immunhistologie zum Nachweis von BDV-N

4 dpi; Balken: 50 pm

4.4.2.2 Nachweis von viraler genomischer RNA und BDV-N mRNA mittels In-situ-
Hybridisierung

Der Nachweis von BDV-N mRNA war mittels /In-situ-Hybridisierung erstmals 4 Tage nach der
Infektion mdoglich. Diese zeigte sich als eine granuldren bis fleckige Farbreaktion im
Zytoplasma einiger Zellen. Diese lagen, wie BDV-N, ebenfalls in der Lamina propria (Abb.
38). Wahrend zu frilhen Untersuchungszeitpunkten (4 dpi) viele Zellen eine deutliche
Farbreaktion aufwiesen, war zu spateren Untersuchungszeitunkten die Farbreaktion nur
noch vereinzelt in den Gewebestlickchen und nicht regelmafig in allen Anséatzen vorhanden.
Wie auch beim Nachweis von BDV-N, konnte keine mRNA im olfaktorischen Epithel der

Gewebekultur gefunden werden. Genomische RNA war zu keinem Zeitpunkt detektierbar.

Abb. 38: In-situ-Hybridisierung zum Nachweis der BDV-N mRNA

-

4 dpi; Pfeile: BDV-N mRNA; Balken: 50 ym
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4.5 CO-KULTUR AUS OLFAKTORISCHEM EPITHEL UND OLFAKTORISCHEN
HULLZELLEN

4.5.1 BDV-Infektion der olfaktorischen Hiillzellen

6 Tage nach der Infektion konnten einzelne oder mehrere rundliche Granula in den
Zellkernen BDV-infizierter olfaktorischer Hdullzellen (olfactory ensheathing cells, OECs)
gefunden werden, die als leuchtend rote Farbung imponierten. Gleichzeitig wiesen die Zellen
mit der granuldren Kernreaktion auch eine diffuse rote Anférbung ihres Zytoplasmas auf
(Abb. 39). Dieses Reaktionsmuster entsprach dem der Zellen des olfaktorischen Epithels
(4.3.2) und auch anderer Zellkulturen (HERZOG und ROTT, 1980).

Abb. 39: Immunfluoreszenz zum Nachweis von BDV-N in OECs

Bo18, Cy3; Kernfarbung: DAPI; Pfeile: BDV-N; Insert: VergréRerung eines Zellkerns; 6 dpi; Balken: 50
gm

Untersucht wurden 2 verschiedene Passagen der Kultur der OECs, Passage 5 und 6 nach
dem Auftauen. In der Passage 5 waren 6 Tage nach der Infektion rund 49 % der Zellen
infiziert, in der Passage 6 waren es 76 %. Dies entspricht einem Durchschnitt von rund 63 %
aus beiden Ansatzen, was auf eine schnellere Ausbreitung als in der Kultur des
olfaktorischen Epithels der Ratte hinweist (4.3.2.1).
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4.5.2 BDV-Infektion der Co-Kultur der olfaktorischen Hiillzellen und der
Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels

Vor der Infektion wurde mikroskopisch Uberpriift, dass die Zellen in ihrer Morphologie
unverandert waren, um die Vitalitdt zu bestatigen. 4 und 7 Tage nach der Infektion wurden
jeweils die Reinkultur der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels und die Reinkultur
der olfaktorischen Hiullzellen sowie die Mischungen aus olfaktorischem Epithel und
olfaktorischen Hiillzellen in den Verhéltnissen 3:1 und 1:1 auf das Vorhandensein viraler
genomischer RNA und BDV-N mRNA untersucht. Die Quantifizierung erfolgte mittels real
time RT-PCR.

4.5.2.1 Zusammenfassung der Reaktionsbedingungen der quantitativen real time RT-PCR
(qPCR)

Sensitivitat

In den Laufen der gPCR konnten stets die eingesetzten Verdiinnungsstufen 102 bis 10° der
Verdiinnungsreihen fir die BDV-N-spezifische cDNA nachgewiesen werden. Gleiches galt
fur die Standardverdinnungsreihe der GAPDH cDNA, bei der in jedem Lauf die
Verdiinnungsstufen 102 bis 10% mitgefilhrt wurden. Der arithmetrische Mittelwert der
Reaktionseffizienz der gqPCR fur BDV-N lag bei 0,81 Fiur GAPDH konnte ein

durchschnittlicher Wert von 0,84 ermittelt werden.

Spezifitat
In jedem Lauf wurden Kontrollen als no template control mitgefihrt, bei denen statt der
spezifischen cDNA fir BDV-N und GAPDH nur steriles Aqua bidest. zugegegben wurde. In

keiner der Proben konnte ein Signal detektiert werden.

Nicht infizierte Kontrollen

Fur jeden Untersuchungszeitpunkt und jeden Ansatz wurde cDNA aus nichtinfizierten Zellen
mitgefuhrt. Diese Proben wurden entsprechend der anderen infizierten Proben gehandhabt
und ebenfalls im Doppelansatz untersucht. In keiner der Proben war virale genomische RNA
oder BDV-N mRNA nachweisbar. Die zelleigene mRNA des housekeeping genes GAPDH
war jedoch in allen Proben nachweisbar. Die Kopienzahl war vergleichbar mit der der

infizierten Proben des jeweiligen Ansatzes.
Allgemeine Amplifizierbarkeit der Proben

Fur den Nachweis des housekeeping genes GAPDH wurden rattenspezifsche Primer

verwendet, sodass flr die caninen Sequenzen mit einer schlechteren Amplifizierbarkeit

147



Ergebnisse

gerechnet werden musste. So ergaben sich Unterschiede in den ermittelten Kopienzahlen fir
GAPDH. Trotzdem lieRRen sich in jedem Doppelansatz der Proben des reinen olfaktorischen
Epithels, der OECs und der Mischkulturen stets GADPH-spezifische Kopien nachweisen.
Dies wurde bei der Auswertung bericksichtigt indem die Kopienzahlen nur innerhalb der
Ansatze aus den Reinkulturen bzw. den Co-Kulturen der beiden Mischungsverhéltnisse
verglichen wurden.

In allen infizierten Proben der beiden Untersuchungszeitpunkte, 4 und 7 dpi, konnten in der
gPCR sowohl stets virale genomische RNA als auch BDV-N mRNA nachgewiesen werden.

In den nicht-infizierten Proben waren nie BDV-N-spezifische Transkripte nachweisbar.

4.5.2.3 Nachweis viraler genomischer und BDV-N mRNA mittels quantitativer real time RT-
PCR

Die anhand der Standardverdinnungsreihen bestimmten Kopienzahlen fir die genomische
RNA (gRNA) und die mRNA des BDV-N-Gens wurden durch die auf die gleiche Weise
ermittelten Kopienzahlen fir GAPDH derselben Proben geteilt, um normalisierte
Kopienzahlen innerhalb eines Ansatzes zu erhalten.

Aufgrund der Unterschiede in den Kopienzahlen des housekeeping genes GAPDH zwischen
den 4 Gruppen konnten die absoluten Zahlen nur gruppenintern Uber den Zeitverlauf
bewertet werden. Ein Vergleich zwischen den Gruppen war durch die Bildung eines
Quotienten des Verhéltnisses der Kopienzahl der viralen genomischen RNA zu der
Kopienzahl der mRNA mdglich.

Bei der Auswertung der reinen Kultur des olfaktorischen Epithels waren 4 Tage nach der
Infektion durchschnittlich 1,91 Kopien BDV-N-spezifische genomische RNA (gRNA) pro
Kopie GAPDH nachweisbar. Zu diesem Zeitpunkt lagen durchschnittlich 0,48 Kopien der
entsprechenden mRNA pro Kopie GAPDH vor. Dies entsprach einem Verhaltnis von 1:0,25
Kopien gRNA/Kopien mRNA und damit deutlich mehr genomischer RNA. 7 Tage nach der
Infektion lieRen sich in diesem Ansatz nur noch 0,98 Kopien der genomischen RNA pro
Kopie GAPDH nachweisen. Die Zahl der Kopien der mRNA reduzierte sich auf rund 0,37 pro
Kopie GAPDH. Das Verhaltnis von gRNA zur mRNA lag bei 1:0,38. Diese Ergebnisse sind
graphisch in Abb. 40 dargestelit.
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Abb. 40: Nachweis BDV-N-spezifischer genomischer RNA und mRNA in der Kultur des
olfaktorischen Epithels
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In der reinen Kultur der olfaktorischen Hullzellen konnten 4 Tage nach der BDV-Infektion
durchschnittlich 94,23 Kopien BDV-N-spezifische genomische RNA pro Kopie GAPDH
detektiert werden. Die Kopienzahl der mRNA lag bei 96,13 pro Kopie GAPDH. Das
Verhéltnis genomische zu mRNA wurde mit 1:1,02 berechnet. 7 Tage nach der Infektion lag
dieses Verhaltnis bei 1:1,48. Es waren rund 75,64 Kopien gRNA/Kopie GAPDH in der gPCR
nachweisbar. Die durchschnittliche Kopienzahl der mRNA lag bei 111,61. Dies ist in Abb. 41

zu sehen.
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Abb. 41: Nachweis BDV-N-spezifischer genomischer RNA und mRNA in der Kultur der
olfaktorischen Hiillzellen

120

100

80

60

Normalisierte Kopienzahl

40

20

gRNA mRNA gRNA mRNA
4 dpi 7 dpi

x-Achse: genomische RNA (gRNA) und messenger RNA (mRNA) zu den Untersuchungszeitpunkten 4
und 7 Tage nach der Infektion; y-Achse: normalisierte Kopienzahl; dpi: days post infection; OE:
olfaktorisches Epithel; OEC: olfaktorische Hillzellen

Bei einem Mischungsverhaltnis von 3 Teilen Kultur des olfaktorischen Epithels zu 1 Teil
Kultur der olfaktorischen Hullzellen fanden sich 4 Tage nach der Infektion durchschnittlich
2,15 Kopien genomische RNA pro Kopie GAPDH. Der Wert fir die mRNA lag bei 3,11
Kopien. Hieraus konnte das Verhaltnis 1:1,45 gRNA zu mRNA gebildet werden. 7 Tage nach
der Infektion erhdhte sich die Kopienzahl auf 3,58 fiir die genomische RNA bzw. auf 3,35 fir
die mRNA pro Kopie GAPDH. Dies entsprach einem Verhaltnis von 1:0,94. Die Ergebnisse
fur dieses Mischungsverhéltnis sind in Abb. 42 zu sehen.
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Abb. 42: Nachweis BDV-N-spezifischer genomischer RNA und mRNA der Co-Kultur
aus olfaktorischem Epithel und olfaktorischen Hiillzellen im Mischungsverhiltnis 3:1
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olfaktorisches Epithel; OEC: olfaktorische Hillzellen

Bei dem Mischungsverhaltnis 1:1 beider Kulturen lag die Kopienzahl fir die gRNA 4 Tage
nach der Infektion bei rund 5,3 Kopien pro Kopie GAPDH. Die Kopienzahl fir die mRNA lag
bei 6,54 Kopien pro Kopie GAPDH. Daraus liel sich das Verhaltnis 1:1,24 berechnen. 7
Tage nach der Infektion konnten durchschnittlich rund 7,92 Kopien gRNA und 7,52 Kopien

mRNA pro Kopie GAPDH nachgewiesen werden. Dies entsprach einem Verhaltnis von
1:0,95 (Abb. 43).
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Abb. 43: Nachweis BDV-N-spezifischer genomischer RNA und mRNA der Co-Kultur
aus olfaktorischem Epithel und olfaktorischen Hiillzellen im Mischungsverhiltnis 1:1
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x-Achse: genomische RNA (gRNA) und messenger RNA (mRNA) zu den Untersuchungszeitpunkten 4
und 7 Tage nach der Infektion; y-Achse: normalisierte Kopienzahl; dpi: days post infection; OE:
olfaktorisches Epithel; OEC: olfaktorische Hillzellen

4.5.2.4 Zusammenfassender Vergleich

Zur Ubersichtlicheren Darstellung wurden in den Diagrammen Abb. 44 und Abb. 45 die
Kopienzahlen der genomischen und der mRNA ins Verhéltnis zueinander gesetzt. Der Wert
fur die genomische virale RNA wurde gleich 1 gesetzt und das entsprechende Verhaltnis der
MRNA dazu berechnet. Auffallend war hierbei, dass 4 Tage nach der Infektion in allen
untersuchten Kulturansatzen der Anteil der mRNA ebenfalls nahe dem Wert 1 lag oder
grofler als 1 war. Eine Ausnahme stellte hingegen nur die Kultur des olfaktorischen Epithels
dar. Hier lag der Anteil der mRNA mit einem Wert von lediglich 0,25 weit unter dem Wert fur
die genomische RNA. Am héchsten war der Wert zu diesem Zeitpunkt fur die mRNA der
Mischkultur in dem Verhéltnis 3:1 mit 1,45. Ein &hnliches Bild fir die Kultur des
olfaktorischen Epithels zeigte sich 7 Tage nach der Infektion. Der Anteil der mRNA im
Vergleich zur genomischen RNA lag hier mit 0,38 ebenfalls wieder deutlich unter dem Wert
fur die genomische RNA. Auffallend hoch, im Vergleich zu den anderen Kulturanséatzen, lag
diesmal der Wert fir die mRNA der olfaktorischen Hiillzellen mit 1,48. Die Werte fir die

mMRNA der beiden Mischkulturen lagen bei einem Wert knapp unter 1.
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Abb. 44: Verhaltnis genomischer RNA zu mRNA in den Kulturen 4 dpi
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5. DISKUSSION

Das olfaktorische Epithel (OE) des Menschen und der S&ugetiere stellt ein wichtiges
Themengebiet fiir die Infektionsforschung und alle Teilgebiete der Neurologie dar. Vor allem
viele neurotrope Viren und auch andere potentiell schadliche Stoffe kénnen (ber das
Riechepithel aufgenommen werden und so ins Gehirn gelangen. AuRerdem gehen
Erkrankungen wie die Alzheimersche- oder Parkinsonsche-Krankheit haufig mit dem Verlust
des Geruchssinns einher.

Ein Ziel dieser Arbeit war die morphologische Charakterisierung des olfaktorischen Epithels
des Pferdes und der Vergleich mit dem der Ratte. Trotz der Relevanz des Geruchssinns fir
die Haus- und Nutztiere ist bislang nur wenig gesichertes Wissen tber Struktur und Funktion
in diesen Tierarten vorhanden. So sind Uber den Aufbau und die Proteinexpression des
olfaktorischen Epithels des Pferdes, dem Hauptwirt der Bornaschen Krankheit, nur sehr
wenige Studien durchgefuhrt worden. Im Gegensatz dazu ist das Riechepithel der Ratte,
einem seit Jahrzehnten etablierten Tiermodell zum Studium der intranasalen BDV-Infektion,
bestens charakterisiert. Nur durch die Kenntnis der Zytoarchitektur und der
Proteinexpression auf zelluldrer Ebene lassen sich mégliche Infektionswege untersuchen
und vergleichen. So kdénnen die im Tiermodell gewonnene Erkenntnisse auf die
Pathogenese in den natlrlichen Wirten Ubertragen werden, da die intranasale Infektion auch
als natirliche Infektionsroute einer BDV-Infektion des Pferdes angenommen wird.

Daneben war es Ziel dieser Arbeit, die initiale Phase der Infektion mit dem BDV zu
untersuchen, da diese bislang nur unzureichend charakterisiert ist. So konnte bisher nicht
sicher ausgemacht werden, ob es einen oder mehrere spezifische Wirtszellrezeptoren gibt,
die die bekannten Unterschiede in der Empfénglichkeit verschiedener Tierspezies bedingen.
Auch ob eine initiale Virusreplikation im olfaktorischen Epithel fir eine erfolgreiche
Virusausbreitung ins Gehirn notwendig ist, ist bislang nicht bekannt. Die genauen Kenntnisse
der frlhen Phasen der Infektion und der Verbreitung im Kérper sind jedoch notwendig, um
effiziente Prophylaxe- und Therapiemallhahmen zu entwickeln.

Weiterhin sollten im Rahmen der Untersuchung der initialen Infektionsphase mit dem BDV

In-Vitro-Modelle entwickelt werden, die sich als Ersatzmethoden zum Tierversuch eignen.

5.1 CHARAKTERISIERUNG DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS DES PFERDES

5.1.1 Lokalisation des olfaktorischen Epithels in der Pferdenase

Es ist bekannt, dass die Riechschleimhaut eine von der Tierart abhdngige Flache auf den
Siebbein- und Nasenmuscheln sowie im Bereich des Siebbeins selbst einnimmt (NICKEL et
al., 2004; BARRIOS et al., 2014b; BARRIOS et al., 2014c; PATEL und PINTO, 2014). In der
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vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass sich dieser Bereich beim Pferd vornehmlich Gber
die Siebbeinmuscheln erstreckte. Generell war in den gesagten Querschnitten olfaktorisches
Epithel in den Querschnitten A bis C zu finden, was den caudalsten Abschnitten der
Nasenhohle entspricht. Bei 3 von 5 Pferden fand sich auch im Querschnitt D, der in etwa
dem rostralen Ende der mittleren Nasenmuschel entsprach, Riechschleimhaut. Der
Ubergang zum respiratorischen Epithel befand sich folglich bei allen untersuchten Pferden in
etwa auf H6he des rostralen Endes der mittleren Nasenmuschel. Dies traf auch auf die
dorsale Nasenmuschel zu, die noch weit nach rostral in die Nasenhéhle hervorragte. Diese
Ergebnisse wiedersprechen zum Teil Ergebnissen aus einer vorherigen Studie beim Pferd, in
der Teile der Pferdenase licht- und elektronenmikroskopisch aufgearbeitet wurden und in der
der olfaktorisches Epithel nur in der caudalen Region der Siebbeinmuscheln nahe der
Lamina cribriformis zu finden war. Die rostralen Enden der Siebbeinmuscheln waren in
dieser Untersuchung von einer durchgehenden Schicht von respiratorischem Epithel bedeckt
(KUMAR et al., 2000). Diese Differenzen sind mdglicherweise durch Unterschiede in der
Probennahme zu erkldren. W&hrend Kumar et al. nur caudale Bereiche und die rostralen
Enden der Siebbeinmuscheln untersuchten, wurden die Siebbeinmuscheln in der
vorliegenden Studie vollstandig aufgearbeitet. Im Gegensatz zu der Situation beim Hund, wo
das Riechepithel in den caudalen 6 bis 7 cm der Nase zu finden ist (BOCK et al., 2009), ist
es beim Pferd ca. in den letzten 6 bis 8 cm zu finden. Folglich nimmt es beim Hund ein
anteilsmaRig gréleres Areal ein. Dies spiegelt sich nicht zuletzt in der enormen
Riechleistung des Hundes im Vergleich zu anderen Tierarten wider (zusammengefasst bei
KAVOI et al., 2010), was in letzter Zeit sogar immer haufiger auch fir die Diagnosestellung
von einigen Krebsarten genutzt wird (SCHROEDER, 2015; TAVERNA et al., 2015). Auch im
anatomischen Vergleich scheint das Riechepithel des Hundes wahrend der Entwicklung
besser strukturell modifiziert zu werden als das Riechepithel der Pflanzenfresser, was am
Beispiel des Vergleichs von Hund und Schaf anhand von Kriterien wie Anteil der Neurone,
Durchmesser der Nervenfasen und Zahl der Zilien auf den dendritischen Endkndpfchen
gezeigt wurde (KAVOI et al., 2010).

Der Ubergang zwischen olfaktorischem und respiratorischem Epithel des Pferdes erwies sich
in der histologischen Untersuchung als flieRend. In den Lokalisationen, in denen
olfaktorisches Epithel nachweisbar war, wechselten sich diese Bereiche mit respiratorischem
Epithel ab. Von caudal nach rostral konnte eine signifikante Abnahme {ber die 4
Querschnitte, in denen das olfaktorische Epithel vorhanden war, beobachtet werden. Konnte
in manchen Bereichen der Nasenmuscheln im ersten Querschnitt noch ein Anteil des OEs
von bis zu 100 % gesehen werden, sank dieser Wert teils bis auf 0 im Querschnitt D. Jedoch
war nicht nur die Abnahme in rostraler Richtung signifikant, sondern auch die Unterschiede

zwischen den Lokalisationen, die von den jeweiligen Querschnitten untersucht wurden. So
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waren die Unterschiede im Anteil des olfaktorischen Epithels in den untersuchten
Lokalisationen bis auf im Querschnitt D abhangig vom Querschnitt. Umgekehrt waren die
unterschiedlichen Anteile des olfaktorischen Epithels in den Querschnitten abh&ngig von den
Lokalisationen 1 bis 4, wobei dies nicht fiir die Lokalisation 5 untersucht werden konnte, da
hier nur bei einem Pferd Riechepithel nachweisbar war. Nur in den hinteren Bereichen der
Lamina perpendicularis konnte Riechepithel nhachgewiesen werden. Die Nasenhdhle selbst
war mit respiratorischem Epithel ausgekleidet. Nur ausnahmsweise konnte hier im
Ansatzbereich zu den Nasenmuscheln Riechschleimhaut gesehen werden. Altere Studien
mit Hunden zeigten ein dhnliches Bild, jedoch war in diesen Untersuchungen auch vermehrt
Riechschleimhaut in den Seitenbereichen an den Ansatzstellen der Ectoturbinalia
nachzuweisen (NICKEL et al., 2004).

Insgesamt konnte beim Pferd der gréRte Anteil des olfaktorischen Epithels auf den drei
Nasenmuscheln gefunden werden, wobei eine deutliche Reduktion des olfaktorischen
Epithels in rostraler Richtung zu erkennen war und ab etwa dem Ende der mittleren

Nasenmuschel nur noch respiratorisches Epithel vorhanden war.

5.1.2 Verteilung der Typen des olfaktorischen Epithels des Pferdes

Schon 1979 wurde von Graziadei und Monti Graziadei gezeigt, dass das olfaktorische
Epithel der Ratte einem Regenerationsprozess unterliegt und dass nebeneinander aktive
und inaktive Zonen vorliegen (GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979). Von Bock et al. (BOCK
et al., 2009) wurde erstmalig berichtet, dass beim Hund zwei Typen des Riechepithels
nebeneinander existieren und dass diese histologisch und immunhistologisch unterscheidbar
sind. Der von Bock et al. mit A bezeichnete Typ stellte dabei das reife OE mit grof3en, runden
Neuronen mit prominenten Nukleoli im mittleren Drittel der Zelllagen dar. Der Typ B
hingegen wurde als unreif bezeichnet, da dort die kleineren Neurone mit ovalem Zellkern, die
im reifen Epithel im basalen Kompartiment zu finden waren, in jeder der Schichten
dominierten. Bei den untersuchten Pferden konnte dieses Bild nicht im selben Ausmaf}
nachvollzogen werden. Es fanden sich jedoch Bereiche, in denen weniger adulte Neurone zu
finden waren und das Epithel insgesamt ein eher aufgelockertes Erscheinungsbild aufwies,
jedoch schienen die Lage und die Anzahl der unreifen Neurone konstant zu bleiben. Der
morphologische Unterschied zwischen den adulten und juvenilen Neuronen konnte jedoch
gut nachvollzogen werden. Damit war auch eine Einteilung in die Epitheltypen A und B
moglich. Als weiteres Differenzierungskriterium beim Hund wurden die terminalen Knépfe
und Zilien der Dendriten benannt, die nur beim Typ A an der Epitheloberflache sichtbar
hervortraten. Ein dhnliches Phdnomen, wenn auch weit weniger ausgepragt, war bei den

untersuchten Pferdenasen vorhanden. Auf der luminalen Seite des Epithels fanden sich bei
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dem Typ A viele der oben beschriebenen Zellfortsatze, wohingegen sie bei dem Typ B
deutlich weniger ausgepragt imponierten und der Epithelabschluss eher glatt erschien.
Auffallige Unterschiede zwischen den Typen beim Pferd ergaben sich bei der Betrachtung
der Anordnung der Zellkerne der adulten Neurone. Im Typ A reichten die Zellkerne der
adulten Neuronen fast bis an die Epitheloberflache und bildeten hier einen unregelméafigen
Abschluss. Im Typ B hielten die Zellkerne der Neuronen einen deutlichen Abstand zur
Epitheloberflache ein und bildeten dabei einen geraden und regelmaRigen Abschluss zum
Nasenlumen. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal beim Pferd war, dass das Epithel vom
Typ A meist weit mehr als 15 Zelllagen aufwies. Dagegen waren im Typ B meist weniger als
10 Zelllagen zu finden, weshalb die Epitheldicke bei letzterem Typ meist geringer war. Flr
das olfaktorische Epithel des Hundes traf dies allerdings nicht zu bzw. wurde dieses Merkmal
nicht in der Studie von Bock et al. beschrieben (BOCK et al., 2009).

Ein méglicher Grund fur die unterschiedliche Ausprédgung der Differenzierungsmerkmale in
den beiden Tierarten kann das Alter der Tiere sein. Wahrend bei Bock et al. nur Beagle mit
einem Alter zwischen 3,5 und 6 Monaten untersucht wurden, wurden in der vorliegenden
Studie ausschlie3lich adulte Pferde zwischen 3 und 21 Jahren verwendet. Es ist denkbar,
dass die jungen Hunde noch mehr Bereiche des unreifen olfaktorischen Epithels besitzen als
die adulten Pferde, wo das Epithels zwar auch dem natirlichen Prozess der stetigen
Regeneration und Proliferation unterliegt, dieser aber weniger ausgepragt sein kann als der
Reifungsprozess beim jungen Tier. Allerdings wurden in einer Studie von Barrios et al.
(BARRIOS et al., 2014c) Hunde verschiedener Altersstufen, darunter Feten und Neonaten
sowie adulte Tiere untersucht und das Vorhandensein der zwei Epitheltypen generell in
Frage gestellt. Vor dem Hintergrund der fehlenden immunhistologischen Untersuchungen in
dieser Arbeit (BARRIOS et al., 2014c), wie sie von Bock et al. durchgeflhrt wurden, ist diese
Aussage zu hinterfragen. Darlber hinaus wurde von Bock et al. die gesamte Nase
systematisch in Querschnitten aufgearbeitet, die Studie von Barrios et al. hatte hingegen die
Suche nach dem Septalorgan und dem Griineberg-Ganglion zum Ziel, was zum Teil in einer
anderen Praparationsweise resultierte.

Hinsichtlich der Verteilung in der Nase wurde von Bock et al. (BOCK et al., 2009) berichtet,
dass das reife Epithel des Typs A vermehrt in der Ndhe des Lamina cribriformis zu finden
war, was gleichbedeutend mit dem caudalsten Bereich von ca. 1 cm Breite gleichzusetzen
war. Beim Pferd konnte der Typ A auch weiter rostral gefunden werden, jedoch in
abnehmender Menge. Mit einer dreifaktoriellen Varianzanalyse wurde untersucht, in welchen
Querschnitten und in welchen Lokalisationen der Pferdenase welcher Typ des olfaktorischen
Epithels dominierte. Es konnte bestatigt werden, dass bei globaler Betrachtung die
unterschiedlichen Mengen der Typen A und B des olfaktorischen Epithels sowohl vom

Querschnitt als auch von der Lokalisation abhangig waren und demnach eine dreifache
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Wechselwirkung bestand. Bei Betrachtung der gesamten Pferdenase waren diese
Unterschiede allerdings knapp nicht signifikant (p=0,0697). Mit Hilfe des exakten Friedman-
Tests konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die fir das gesamte olfaktorische Epithel
ermittelten Wechselwirkungen zwischen Lokalisation und Querschnitt und die Unterschiede
in den einzelnen Komponenten vor allem durch die signifikanten Wechselwirkungen und
Abhéangigkeiten speziell des Epitheltyps A bedingt waren. Weiterhin wurde so bestétigt, dass
Wechselwirkungen zwischen den Querschnitten und den Epitheltypen fiir die dorsalen,
mittleren und ventralen Bereichen der Nasenmuscheln vorhanden waren, welche durch die
Abhéangigkeit der ermittelten Unterschiede in den Querschnitten vom Epitheltyp A bedingt
waren. Auflerdem wurden so die Wechselwirkungen zwischen Lokalisation und Epitheltyp fur
die Querschnitte A und B statistisch abgesichert, die durch die Abhéangigkeit der
Unterschiede in den Lokalisationen von den Epitheltypen A und B bedingt waren.

Insgesamt fand sich eine deutliche Abnahme fir den Typ A nur in rostraler Richtung. Eine
umgekehrt proportionale Zunahme des Typs B war aber nicht vorhanden. Der Anteil des
Typs B veranderte sich im Bereich der Nasenmuscheln in den ersten 3 Querschnitten nur
geringfiigig. In den rostralen Bereichen der Nase, in denen noch olfaktorisches Epithel zu
detektieren war, @nderte sich das Verhaltnis von Typ A deutlich zugunsten des Typs B,
sodass ab dem Querschnitt C der Typ B in den mittleren und ventralen Anteilen der
Nasenmuschel Giberwog. Wie auch bei der Betrachtung des Riechepithels als Ganzes, waren
die Typen A und B nur auf dem Nasenseptum des Querschnitts A gut ausgepragt zu finden,
wohingegen im Querschnitt B jeweils nur geringe Anteile der Typen in dieser Lokalisation zu
finden waren. Demnach nahm auch in dieser Lokalisation der Gehalt des olfaktorischen
Epithels von caudal nach rostral signifikant ab.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass auch beim Pferd zwei Typen des
olfaktorischen Epithels gefunden werden konnten, die &hnliche morphologischen Kriterien
wie beim Hund und weitere Unterscheidungsmerkmale aufwiesen. Wie auch fiir das gesamte
olfaktorische Epithel konnte eine Abnahme beider Typen in rostraler Richtung festgestellt
werden, die fir den Typ A starker ausgepragt war, sodass ab dem Querschnitt C der Typ B

dominierte.

5.1.3 Immunhistologische Untersuchung des olfaktorischen Epithels des Pferdes

Untersucht wurden vier ausgewéhlte Marker zur Darstellung der adulten und juvenilen
olfaktorischen Neurone sowie deren Vorlaufer, der horizontalen und proliferierenden
Basalzellen. Vorab war bekannt, dass sie in anderen Tierarten wie Ratte, Maus und Hund
oder im Menschen die entsprechenden Zellen zuverldassig markieren. Aufierdem wurden

weitere Marker zur Darstellung neuronaler Komponenten getestet.
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Als zuverldssigster und spezifischster Marker zur immunhistologischen Markierung der reifen
olfaktorischen Neurone wurde in zahlreichen vorangegangenen Studien (HARTMAN und
MARGOLIS, 1975; FARBMAN und MARGOLIS, 1980) und in eigenen Vorversuchen
Olfactory marker protein (OMP) bestatigt. Es handelt sich hierbei um ein zwischen den
Spezies stark konserviertes Protein (BUIAKOVA et al., 1994), dessen genaue Funktion noch
nicht bekannt ist. Eine essentielle Aufgabe bei der Signaldetektion und Signaltransduktion
des Riechens wird angenommen (BUIAKOVA et al., 1996; REISERT et al., 2007).

Die markierten Neurone waren beim Pferd in der vorliegenden Studie durch eine granulére
bis diffuse Farbung des Kerns und des Dendriten, der apikal in das Lumen der Nasenhéhle
vorragte, und seltener durch eine ausschliel3liche Farbung des Zytoplasmas gekennzeichnet.
Dies entsprach dem beschriebenen Reaktionsmuster anderer Studien (FARBMAN und
MARGOLIS, 1980; KOO et al., 2004; BOCK et al., 2009). Jedoch liegen auch Berichte Uber
eine vornehmlich zytoplasmatische Immunreaktion bei Ratten und Mausen vor (BUIAKOVA
et al., 1994; BUIAKOVA et al., 1996; WEILER und BENALI, 2005), wobei auch in der
vorliegenden Arbeit eine deutliche nukledre Reaktion neben der Zytoplasmareaktion im
olfaktorischen Epithel der Ratte gesehen werden konnte. Ein Einfluss auf die Unterschiede in
den positiven Zellkompartimenten durch die Wahl des Antikérpers und durch eine
abweichende histologische Aufarbeitung des Gewebes ist nicht auszuschlielen. Eine
Funktionsdnderung von OMP wahrend der Reifung des Epithels wurde von Bock et. al.
vorgeschlagen, da beim Hund die nukledre Reaktion im reifen Epithel Typ A und die
zytoplasmatische Reaktion im unreifen Epithel Typ B dominierte. In der vorliegenden Studie
konnte diese klare Abgrenzung nicht immer nachvollzogen werden. Eine Tendenz, dass im
olfaktorischen Epithel Typ B die zytoplasmatische Reaktion hdufiger zu finden war, war auch
beim Pferdeepithel zu erkennen.

Von caudal nach rostral konnte in den Pferdenasen der vorliegenden Studie eine signifikante
Reduktion der OMP-Expression in den Epithelabschnitten beobachtet werden, die
morphologisch eindeutig dem olfaktorischen Epithel zuzuordnen waren. Signifikant war beim
Pferd auRerdem die starkere Expression in den Nasenmuscheln als im Nasenseptum oder in
der epithelialen Auskleidung des Cavum nasi. Ein Vergleich mit anderen Tierarten ist nur
bedingt mdglich, da in anderen Studien meist nur die Nasenmuscheln untersucht wurden
und die Begrenzung der Nasenhoéhle sowie das Nasenseptum nicht in die Untersuchung mit
einbezogen wurden bzw. hieriiber nichts berichtet wurde. In der Studie von Bock et al. wird
von einer schwacheren Expression vom OMP im olfaktorischen Epithel Typ B berichtet,
welcher in den rostralen Querschnitten der Nasen dominiert. Folglich ist auch hier eine
Reduktion der OMP-Expression in rostraler Richtung anzunehmen. Die geringere Zahl von
OMP-positiven Zellen in den rostralen Anteilen der Nase kann moglicherweise darauf

beruhen, dass die freiliegenden Nervenzellen in den caudalen Abschnitten der Nase bzw. in
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den Siebbeinmuscheln besser gegen Krankheitserreger geschiitzt liegen und deshalb rostral
weniger Zellen zu funktionsfahigen Neuronen heranreifen. Fir die Maus ist bekannt, dass
OMP exprimiert wird, sobald die Nervenzellen Kontakt zum Bulbus olfactorius haben
(GRAZIADEI et al., 1980), die Signale also auch weitergeleitet werden kénnen.

Der Marker Doublecortin (DCX) hat sich in zahlreichen Studien als geeigneter Marker zur
Darstellung juveniler Neurone erwiesen, in denen das Protein an die Mikrotubuli bindet
(BROWN et al., 2003; CARSON et al.,, 2006; MURDOCH und ROSKAMS, 2007). DCX
wurde zur Markierung der juvenilen Neurone auch in der vorliegenden Studie verwendet.
Diese lagen weiter basal im Epithel als die adulten Neurone und zeichneten sich durch einen
eher ldngsovalen Kern aus. Immunhistologisch war eine hellbraune, gleichméaflige Anférbung
des Zellkerns und des Zytoplasmas zu beobachten. Auch bei diesem Marker konnte eine
Markierung des in Richtung der Nasenhdhle ragenden Dendriten verzeichnet werden, der
aber die Epitheloberflache nicht erreichte. Wie auch bei OMP konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den Lokalisationen festgestellt werden. So fand sich eine deutliche
Reduktion des Anteils der DCX-positiven Zellen im Bereich der Lamina perpendicularis von
Querschnitt A zu Querschnitt B. Eine deutliche Abnahme der positiven Epithelabschnitte im
Bereich der Nasenmuscheln konnte in den Querschnitten A bis C nicht beobachtet werden.
Eine Reduktion konnte hier erst in Querschnitt D gesehen werden. Dies spricht dafir, dass in
den drei am weitesten caudal liegenden Querschnitten vergleichbare Mengen an unreifen
Neuronen vorhanden waren, was wiederum ein Zeichen fir die stetige Zellerneuerung des
Epithels ist. Die Reduktion der DCX-positiven Epithelabschnitte im Querschnitt D passt zu
der Reduktion reifer, OMP-positiver Neurone in den rostralen Abschnitten der Nase, da sich
diese aus den juvenilen Neuronen entwickeln. Es ist denkbar, dass sich in den stérker
exponierten Regionen weniger Neurone entwickeln und ausdifferenzieren, was
mdglicherweise einen Schutz vor eindringenden Erregern Uber diese Zellen bietet.

Zur Darstellung der proliferierenden Basalzellen wurde Proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) verwendet. In den meisten Studien, die sich mit dem Riechepithel befasst haben,
wurde der Marker Ki-67 verwendet, der auch haufig in der Humanmedizin Verwendung findet
(CARTER et al., 2004; BOCK et al., 2009; HOLBROOK et al., 2011). Beide Marker eignen
sich zur Darstellung in Teilung begriffener Zellen, wobei Ki-67 nur in den aktiven Phase des
Zellzyklus nachweisbar ist und PCNA eine wichtige Rolle wahrend der DNA-Replikation in
der S-Phase inne hat (CELIS et al.,, 1987; SCHOLZEN und GERDES, 2000; OHTA und
ICHIMURA, 2001). Da das Vorkommen von PCNA in der Pferdenase bereits in einer
friheren Studie untersucht wurde (MILLER et al., 2003) und der Marker Ki-67 weder beim
Pferd noch bei der Ratte zuverlassige Ergebnisse lieferte, fiel die Entscheidung flir PCNA,
um Vergleiche zwischen den Ergebnissen zu ermdglichen. Im Vergleich von allen

untersuchten Markern, die mit in die statistische Auswertung einbezogen wurden, war die
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Zahl positiver Zellen fir PCNA am geringsten. Die immunhistologische Reaktion war durch
eine fleckige oder gleichmafRige Anfarbung ausschliellich des Zellkerns gekennzeichnet.
Meist fanden sich nur wenige markierte Zellen im olfaktorischen Epithel, die vielfach in
kleinen Gruppen zusammenlagen. Dies entsprach der Vorstellung, dass Bereiche in denen
eine Erneuerung der Zellen stattfindet, sich mit ruhenden Bereichen abwechseln
(GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979). Auch dass nur einzelne Zellen markiert wurden,
entsprach bereits vorangegangenen Studien (MILLER et al., 2003). Wie bei den bisher in der
vorliegenden Studie beschriebenen Markern auch, lieR sich ein signifikanter Unterschied in
der Expression hinsichtlich der Lokalisationen feststellen. Wahrend in den hinteren drei
Querschnitten in den Nasenmuscheln eine nahezu konstante Expression vorlag, konnten im
Bereich des Nasenseptums nur im Querschnitt A wenige PCNA-positive Zellen gesehen
werden. Im Bereich der Auskleidung der Nasenhdhle fanden sich keine PCNA-positiven
Zellen. In dem am weitesten rostral gelegenen Querschnitt lag eine signifikante Reduktion
des Markers vor. Dies entsprach ebenfalls den Beobachtungen bei den Markern OMP und
DCX. Im Querschnitt D fand sich bei den Pferden der Ubergang zur Region mit rein
respiratorischem Epithel, wobei nur die PCNA-positiven Zellen des olfaktorischen Epithels
mit in die Auswertug einbezogen wurden. Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die Proliferation des vorhandenen olfaktorischen Epithels in diesem Bereich reduziert
war, was sich dementsprechend in einer Reduktion der positiven Zellen &uflerte. Die
rostralen Regionen der Nase sind vermutlich starker flir schadigende Einfliisse exponiert als
die caudalen Regionen, weshalb eine starkere Proliferation bzw. bei einer Schadigung
Regeneration erwartet werden kénnte. Dies scheint jedoch nicht, zumindest nicht flr den
Querschnitt D, der Fall zu sein. Mdglicherweise werden hier nur wenige Zellen
ausdifferenziert, da in diesen Regionen vermehrt mit Noxen zu rechen ist. Im Querschnitt C
war allerdings eine Reduktion der OMP-positiven Epithelabschnitte bei nahezu
gleichbleibendem Anteil DCX- und PCNA-positiver Epithelabschnitte zu finden, was auf eine
verhaltnismaRig starkere Proliferation als Reaktion auf die exponiertere Lage hinweisen
kann.

Zur Darstellung der horizontalen Basalzellen wurde Tyrosinkinase-Rezeptor-A (TrkA), der
hochaffine Rezeptor fir den Nervenwachstumsfaktor (Nerve growth factor, NGF), genutzt,
welcher bereits in anderen Studien zur Charakterisierung des olfaktorischen Epithels
verwendet wurde (FERON et al, 2008). AuBerdem wurde TrkA bereits im
Vomeronasalorgan des Pferdes erfolgreich eingesetzt (GARCIA-SUAREZ et al., 1997). In
der Immunhistologie des olfaktorischen Epithels des Pferdes zeigte sich eine granulare
Zytoplasmareaktion oder eine ringartige Anfarbung der Zellmembran. Eine Anfarbung der
Basalzellen konnte in einer anderen Studie auch flir das sensorische Epithel des

Vomeronasalorgans des Pferdes gezeigt werden, das dem olfaktorischen Epithel sehr
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dhnlich ist (GARCIA-SUAREZ et al., 1997). Auch von Garcia-Suarez et al. konnte eine
supranukleare Anfarbung der Neurone und Stiitzzellen gefunden werden, wie sie auch in der
vorliegenden Arbeit im olfaktorischen Epithel des Pferdes vorkam. Von Garcia-Suarez et al.
wurde jedoch diskutiert, dass der verwendete Antikdrper, der nicht spezifisch fir den equinen
TrkA ist, im Western Blot nur ein Proteinfragment erkennt. Da jedoch die C-Terminal-
Domane und die Expression bei verschiedenen Tierarten als stark konserviert gelten, wurde
geschlussfolgert, dass die immunhistologische Reaktion spezifisch ist. Hinsichtlich des
Anteils positiver Epithelabschnitte ergab sich ein &hnliches Bild wie bei DCX. In den ersten
drei Querschnitten (A bis C) fand sich in den drei Lokalisationen der Nasenmuscheln beim
Pferd eine nahezu konstante Expression von TrkA. Die Unterschiede im Anteil des positiven
Epithels zwischen den Nasenmuscheln und der Lamina perpendicularis, wo nur im ersten
Querschnitt ein hoher Anteil detektiert werden konnte, entsprechen den Markern OMP und
DCX. Auch bei TrkA konnte im Querschnitt D eine deutliche Reduktion der Markerexpression
ermittelt werden.

Die Abnahme der positiven Epithelabschnitte in den rostralen Bereichen der Nasen der
untersuchten Pferde kann mdoglicherweise mit dem Gehalt des olfaktorischen Epithels
zusammen hangen. Dieser nimmt von caudal nach rostral ab. Es ist mdglich, dass rostral
vermehrt Bereiche, die morphologisch noch sicher als olfaktorisches Epithel erkannt wurden,
bereits in geringem Ausmal} mit Zellen des respiratorischen Epithels durchsetzt waren.
Diese Epithelabschnitte, die nicht klar als Ubergangsbereiche erkennbar waren, haben
entsprechend eine geringere Zahl positiver Zellen. AuRerdem ist denkbar, dass sich die
Zellen in den rostralen Bereichen, die vermulich starker schadigenden Einflissen ausgesetzt
sind, nicht oder schlechter ausdifferenzieren.

Nicht mit in die statistische Auswertung miteinbezogen wurden die Marker NSE, NeuN und
TH, da ihre Spezifitdt nicht ausreichend gesichert werden konnte. Insbesondere fiel bei NSE
die Markierung einiger Kerne der Riechnervenzellen auf, was jedoch nur regelmafRlig beim
jungen Tier beobachtet wird (WEILER und BENALI, 2005).

5.1.4 Immunhistologische Untersuchung der Typen des olfaktorischen Epithels

Durch die histologische Untersuchung konnte festgestellt werden, dass die Anzahl an reifen
Riechnervenzellen im Epithel Typ A deutlich gréf3er war als im Typ B und dass in Typ A eine
groBeren Anzahl von Epithelreihen vorlag. Oft konnte zudem beobachtet werden, dass in der
immungistologischen Untersuchung im Typ B die zytoplasmatische Anfarbung von OMP
gegeniiber der Anfarbung des Kerns tberwog. Von Bock et al. wurde diskutiert, dass es so
moglicherweise zu einer Funktionsanderung von OMP kommt. Unklar ist jedoch wie sich

diese aullern wiide. Bereiche, die zuvor durch ihre Morphologie sicher als Riechschleimhaut
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identifiziert wurden, wiesen stets eine gut erkennbare Expression des Markers OMP auf.
Bereiche, die wie von Bock et al. (BOCK et al., 2009) beschrieben kaum OMP-Expression
zeigten und alleinig dem Typ B zuzuordnen waren, fanden sich beim Pferd nicht. Es ist
denkbar, dass dies zum Teil durch den Altersunterschied der untersuchten Tiere zu erkléren
ist. Die in der Studie von Bock et al. verwendeten Hunde waren erst wenige Monate alt,
wohingegen die in dieser Studie untersuchten Pferde durchweg alter waren. So kann man
vermuten, dass diese jungen Tiere vermeht Abschnitte mit deutlich unreiferem Epithel
besallen als die untersuchten adulten Pferde. Die in der vorliegenden Studie untersuchten
Pferde wiesen eine Altersverteilung zwischen 3 und 21 Jahren auf. Weder beim jlungsten
noch beim é&ltesten Tier waren Auffélligkeiten hinsichtlich der Expression von einem der
verwendeten Marker nachzuweisen. Daher scheint sich das olfaktorische Epithel in der
untersuchten Altersspanne gleich zu verhalten. Um den Einfluss des Alters auf den
Reifegrad des olfaktorischen Epithels abschlieRend zu beurteilen, sollten in weiterfiihrenden
Studien auch jingere Pferde untersucht werden.

Um zu Uberprifen, ob einer der untersuchten Marker starker in einem der Epitheltypen
exprimiert wird, wurde der Rangkorrelationskoeffizient rs nach Spearman bestimmt. Alle
ermittelten Werte waren dabei hoch signifikant (p<0,0001). Fir alle untersuchten Marker und
Epitheltypen konnte ein deutlicher und zum Teil auch ein sehr starker Zusammenhang
zwischen dem Anteil der positiven Epithelabschnitte und dem jeweiligen Epitheltyp bestimmt
werden. Der héchste Wert wurde fiir OMP und den Typ A mit 0,949 ermittelt. Der Wert fir
den Typ B lag geringfligig niedriger. Dies spricht fur eine vermehrte Expression von OMP im
olfaktorischen Epithel Typ A im Vergleich zum Typ B. Ein vergleichbares Bild ergab sich fir
DCX. Auch hier zeigte sich eine starkere Korrelation mit dem Typ A, auch wenn fir den Typ
B mit 0,876 noch eine starke Korrelation ermittelt werden konnte. Folglich wurde der Marker
DCX auch in mehr Zellen im olfaktorischen Epithel Typ A als im Typ B exprimiert. Bei den
Markern PCNA und TrkA zeigte sich ein umgekehrtes Bild. Hier war stets eine stérkere
Korrelation, und damit auch Expression, des Markers mit dem Typ B zu finden. Die Werte fur
PCNA lagen zwar niedriger als die Werte fur die anderen Marker, jedoch konnte auch hier
noch von einer deutlichen Korrelation gesprochen werden. Am stérksten kam der
Unterschied bei TrkA zu tragen. Hier wurde fiir den Typ A ein Wert von 0,784 und fir den
Typ B ein Wert von 0,876 notiert. Dies passt zu der Annahme, dass es sich bei dem Typ B
um den unreifen Typ des Epithels handelt, wie von Bock et al. (BOCK et al., 2009)
vorgeschlagen. In diesem Typ schienen vermehrt die untersuchten Proteine der
Vorlauferzellen exprimiert zu werden, wohingegen die Marker fir die adulten und die
juvenilen Neurone im Typ A dominierten. Dies bestétigt, dass die von Bock et al. gezogenen
Schlisse, dass das olfaktorische Epithel Typ B die unreife Variante darstellt, nicht nur fir

den Hund, sondern auch fir das Pferd zutreffend sind. Trotzdem lieRen sich nicht alle
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beobachteten morphologischen Kriterien und Ergebnisse der Immunhistologie vom Hund auf

das Pferd Ubertragen.

5.1.5 Speziesiibergreifende Betrachtung

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass das olfaktorische Epithel des Pferdes hinsichtlich
seiner Zytoarchitektur sehr stark dem anderer Sdugetiere, darunter Nagetiere und Hunde,
sowie dem des Menschen &hnelte. Unterschiede in der Architektur der beiden Untertypen
zwischen Hund und Pferd kénnen, wie bereits diskutiert, von dem unterschiedlichen
Altersdurchschnitt der Tiere herrihren. So wiesen die bei Bock et al. fir den Typ B des
olfaktorischen Epithels des Hundes beschriebenen Neuronen eher einen ovalen statt runden
Kern auf und die Zilien der Endkndpfchen der Dendriten waren nur im Typ A erkennbar.
Beim Pferd waren beide Punkte nur in Ansatzen nachzuvollziehen. Wahrend beim Hund in
den verschiedenen Epitheltypen unterschiedliche Zellkompartimente mittels OMP markiert
wurden, waren beim Pferd in beiden Epitheltypen stets Kern und Zytoplasma angeféarbt. Nur
eine Tendenz zum Uberwiegen der zytoplasmatischen Reaktion in Typ B war erkennbar.
Abschnitte, in denen eine starke Reduktion der OMP-Expression bei gleichzeitiger starker
Zunahme der juvenilen Neurone zu finden war, wie sie fir den Hund beschrieben wurden,
fanden sich beim Pferd nicht. Signifikante Unterschiede in der Zahl proliferierender
Basalzellen in den Typen A und B wurden beim Pferd nicht beobachtet, jedoch konnte
mittels des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman eine geringfiigig starkere
Korrelation dieses Markers mit dem Epithel Typ B ermittelt werden. Beim Pferd waren
Kriterien wie die Dicke des Epithels, die aus der Zahl der adulten Neurone resultierte und die
Anordnung der Zellkerne in der apikalen Epithelregion wichtige Unterscheidungskriterien.
Moglicherweise traten die von Bock et al. beschriebenen und vom adulten Pferd
abweichenden Charakteristika beim jungen Hund deutlicher hervor. Die systematische
Untersuchung des olfaktorischen Epithels des Fohlens kann an diesem Punkt weiter zur
Aufklarung beitragen. Bislang fand die Untergliederung des Riechepithels in zwei Typen in
der Literatur nur wenig Beachtung oder wurde fir den Hund in einer spateren Studie in Frage
gestellt (BARRIOS et al., 2014c). Meist wird mit kleinen Nasen von Nagetieren gearbeitet,
wo das Nebeneinander von zwei unterschiedlich ausgepragten Erscheinungsbildern des
olfaktorischen Epithels moéglicherweise weniger stark imponiert. Auflerdem beschéftigen sich
neuere Studien zumeist mit einigen wenigen Zelltypen (HEMPSTEAD und MORGAN, 1983;
WEILER und FARBMAN, 1998b; OHTA und ICHIMURA, 2001) oder Proteinen (CELIS et al.,
1987; BUIAKOVA et al., 1996; CARSON et al, 2006) sowie dem Phanomen der
lebenslangen Neurogenese (GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979; CALOF und
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CHIKARAISHI, 1989; FERON et al., 1999; CALOF et al., 2002; CHEN et al., 2004), sodass
der globale Blick auf die Zytoarchitektur des Epithels oft sehr oberflachlich ausfallt.

Der verwendete Antikorper gegen das Olfactory marker protein lieferte zuverlassige
Resultate beispielsweise beim Hund (BOCK et al., 2009), beim Schaf (BARRIOS et al.,
2014b) und in der vorliegenden Arbeit auch beim Pferd und bei der Ratte. Dies stimmt mit
der Beobachtung Uberein, dass es sich bei OMP um ein Protein handelt, das bei vielen
unterschiedlichen Spezies vorkommt und konservierte Genomabschnitte aufweist (KELLER
und MARGOLIS, 1975; BUIAKOVA et al., 1994). Im Falle einer Deletion, wie am Beispiel
eines Mausmodells gezeigt (BUIAKOVA et al., 1996), kommt es zu einer gestérten Reaktion
auf Riechreize, wobei sowohl die Aktivitdt der Nerven im olfaktorischen Epithel selbst als
auch die der Nervenfasern des Riechnervs gestort ist.

Auch fir DCX und TH konnten in den Spezies Ratte und Pferd (bereinstimmende
Ergebnisse in der Immunhistologie erzielt werden, was bedeutet, dass bei diesen Spezies
eine vergleichbare Expression von DCX und TH stattfindet.

Ein Grund dafir, dass bei der Ratte mehr PCNA-positive Zellen zu finden waren als beim
Pferd, kénnte das Alter der Tiere sein oder es kann sich auch um einen altersunabhangigen
tierartlichen Unterschied handeln. Die Ratten wurden im Alter von ca. 4 Wochen verwendet.
Zu diesem Zeitpunkt waren die Tiere zwar bereits immunologisch kompetent, jedoch noch
nicht adult. Die fir die Ratte ermittelten Werte liegen in der gleichen Grélkenordnung wie die
Werte der proliferierenden Basalellen der juvenilen Hunde, die mittels Ki-67 markiert wurden
(BOCK et al., 2009) und der Ratten einer anderen Studie, die mittels BrdU markiert wurden
(WEILER und FARBMAN, 1998b). Die ermittelten Werte fir die Pferdenasen in der
vorliegenden Studie entsprachen denen anderer Pferde aus anderen Studien (MILLER et al.,
2003). Fir die Tierart Ratte konnte bereits gezeigt werden, dass das Alter eine
entscheidende Rolle bei der Proliferation des olfaktorischen Epithels spielt (WEILER und
FARBMAN, 1998a, b), weshalb auch beim Vergleich von Ratte und Pferd in der vorliegenden
Studie die Altersabhangigkeit einen entscheidenden Faktor darstellen dirfte.

Entgegen der Beobachtungen von Feron et al. (FERON et al.,, 2008), war TrkA in der
vorliegenden Arbeit nicht regelmafRig in den horizontalen Basalzellen und Stitzzellen der
Ratte nachweisbar. Dies war hier nur fir das Pferd méglich. Da auch in anderen Studien das
Vorhandensein dieses Tyrosinkinase-Rezeptors im olfaktorischen Epithel der Ratte
beschrieben wurde (ROSKAMS et al, 1996; YASUNO et al, 2000), kann nicht
ausgeschlossen werden, dass der Nachweis im vorliegenden Fall aufgrund von
Unterschieden in der histologischen Aufarbeitung des Gewebes nicht gelang. Zur
Darstellung der horizontalen Basalzellen wurde fir die Ratte im regenerierenden

olfaktorischen Epithel die Verwendung von NGF, dem Ligand von TrkA, beschrieben
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(ROSKAMS et al., 1996). Darliber hinaus eignen sich bei der Ratte auch Marker fir Pan-
Keratin (FERON et al., 2008) oder Zytokeratin 5 und 6 (SCHWOB et al., 1995).

Weder beim Pferd noch bei der Ratte konnte fur den Marker NSE die typische
zytoplasmatische Braunfarbung in der Immunhistologie detektiert werden. Eine nukleare
Reaktion wie in der vorliegenden Arbeit ist nur bei Jungtieren beschrieben (WEILER und
BENALI, 2005). Bei den in der vorliegenden Studie verwendeten Tieren handelte es sich
allerdings um a&ltere Pferde und Ratten. Da die Spezifitdt nicht abschlieRend gesichert
werden konnte, wurde auf die Verwendung des Markers verzichtet.

Fur NeuN ergaben sich im tierartlichen Vergleich abweichende Ergebnisse. Die beim Pferd
gefundene Markierung der Zellkerne entsprach den erwarteten Ergebnissen. Bei der Ratte
hingegen wurden nur die Dendriten der adulten olfaktorische Neurone markiert. In anderen
Studien wurde bestétigt, dass NeuN im olfaktorischen Epithel unzuverldssig die Neurone
markiert, wahrend sich die Verwendung im ZNS bewahrt hat (WEILER und BENALI, 2005;
SHAPIRO et al., 2007).

Insgesamt lieferten die meisten Marker in den hier untersuchten Spezies Ratte und Pferd
vergleichbare Ergebenisse, was dafir spricht, dass die entsprechenden Proteine in diesen
Spezies vergleichbar exprimiert werden. Die Beobachtungen aus der vorliegenden Studie
korrelieren gréRtenteils mit den Daten aus der Literatur. Diskrepanzen waren vermutlich
durch Unterschiede im Alter der untersuchten Tiere oder in der Aufarbeitung der
Gewebeproben fir die Histologie bedingt. Lediglich beim Marker NeuN schien ein
tierartspezifischer Unterschied vorzuliegen. Berichte Uber die Verwendung von NeuN im
olfaktorischen Epithel des Pferdes existieren jedoch bislang nicht.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das olfaktorische Epithel des Pferdes weitestgehend
in seiner Struktur anderen Spezies entspricht. Unterschiede sind vor allem im detaillierten
Vergleich der Typen des olfaktorischen Epithels zu finden. Hinsichtlich des
Expressionsprofils kann gesagt werden, dass sich die meisten Proteine, die bei Nagetieren,
Hunden oder Menschen nachgewiesen werden, auch beim Pferd nachweisbar sind. Um
abschlieRend aufzukléren, ob die aufgedeckten Diskrepanzen tatsachlich durch Alter oder
methodische Unterschiede bedingt sind, sollten weitere Studien mit Tieren verschiedener
Altersklassen und weiterflihrenden Methoden durchgefihrt werden. Zur Bestatigung der
Proteinexpression ware der Western Blot oder die Proteomik als umfassende Methode

geeignet.
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5.2 INITIALE PHASE DER INFEKTION NACH INTRANASALER BDV-INFEKTION
VON LEWIS-RATTEN

5.2.1 Klinik und Histopathologie

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums von 3 Stunden bis 21 Tage nach der
Infektion konnten keine klinischen Veranderungen beobachtet werden, die typisch fiir eine
Infektion mit dem BDV gewesen wéren.

In anderen Studien, in denen immunkompetente Ratten intranasal infiziert wurden, traten die
ersten klinischen Symptome im Zeitraum von 18 bis 24 Tagen nach der BDV-Infektion auf
(CARBONE et al, 1987; MORALES et al., 1988). Zu erwarten gewesen waren
Inkoordination, Apathie und eine reduzierte Futteraufnahme mit Abmagerung. In 90 % der
Falle fuhrte dies in vorherigen Studien zum Tod der Tiere innerhalb einer Woche nach
Auftreten der Symptome (MORALES et al, 1988). In Arbeiten anderer Arbeitsgruppen
(CARBONE et al.,, 1987; SHANKAR et al., 1992; SAUDER und STAEHELI, 2003) wurde
diese Symptomatik nicht vom typischen biphasischen Krankheitsverlauf abgegrenzt, der
nach der intrazerebralen Infektion adulter Ratten auftrat (HERDEN et al., 2000; WERNER-
KEISS et al., 2008). Jedoch fanden sich bei CARBONE et al. (CARBONE et al., 1987)
plétzlich auftretende Todesfélle der Tiere, wobei der Verdffentlichung nicht zu entnehmen ist,
welchem Infektionsweg diese Tiere zuzuordnen sind. Auch in der Arbeit von Shankar et al.
(SHANKAR et al., 1992), in der die Tiere intranasal infiziert wurden, wird von einigen Tieren
berichtet, die deutlich schwerere Symptome wie Krampfe und Tremor zeigten und daraufhin
euthanasiert wurden. In der Studie von Sauder et al. (SAUDER und STAEHELI, 2003), in der
die Ubertragbarkeit des BDV (ber Urin auf dem intranasalen Infektionsweg untersucht
wurde, wurden nur die Symptome Apathie, gestraubtes Fell und blutige Nasen beschrieben.
Da das Einsetzen der klinischen Symptome nach intranasaler Infektion um 21 Tage p.i. zu
erwarten gewesen ware, wurden die Tiere der eigenen Studie in diesem Zeitraum besonders
eingehend untersucht und engmaschig kontrolliert. Mdglicherweise wéren Kklinische
Symptome zu spateren Zeitpunkten aufgetreten. Eine Verschiebung des Auftretens
klinischer Symptome kann von der Infektionsdosis, vom Alter, vom genetischen Hintergrund
der Tiere, von der Virusprdparation und nicht zuletzt von der Infektionsroute abhangen
(NARAYAN et al., 1983a, b; HERZOG et al., 1984; CARBONE et al., 1987; MORALES et al.,
1988; HERZOG et al., 1991; SHANKAR et al., 1992; HERDEN et al., 2000; SAUDER und
STAEHELI, 2003; WERNER-KEISS et al., 2008). Darlber hinaus kann selbst unter sonst
gleichen experimentellen Bedingungen stets eine gewisse Variabilitdt im Infektionsverlauf
gesehen werden (NARAYAN et al., 1983a, b; CARBONE et al., 1987; MORALES et al.,
1988; HERDEN et al., 2000; WERNER-KEISS et al., 2008).

167



Diskussion

Histopathologische Verdnderungen des ZNS sind Ublicherweise kurz vor dem Auftreten
erster klinischer Symptome zu finden (NARAYAN et al., 1983a, b; MORALES et al., 1988;
HERDEN et al., 2000; HERDEN et al., 2005; WERNER-KEISS et al., 2008; HERDEN et al.,
2013) und sind durch eine Meningoenzephalitis mit perivaskuldren und parenchymatdsen
mononukledren Entziindungszellinfiltrationen gekennzeichnet (NARAYAN et al., 1983a, b;
MORALES et al., 1988; HERDEN et al., 2000; HERDEN et al., 2005; WERNER-KEISS et al.,
2008; HERDEN et al., 2013). In der Studie von Morales et al. (MORALES et al., 1988) waren
nach intranasaler Infektion erste entziindliche Verédnderungen im ZNS 18 dpi zu finden, erste
klinische Symptome traten 24 dpi auf. In einigen Tieren lieRen sich histologische
Veranderungen jedoch erst 27 Tage nach intranasaler BDV-Infektion nachweisen
(MORALES et al.,, 1988). Eine Meningoenzephalitis trat bei den untersuchten Ratten der
vorliegenden Studie bis 21 dpi nicht auf. Auch die beschriebenen Nekroseherde oder
6dematisierten Bereiche in der grauen Substanz (MORALES et al., 1988) waren nicht
auffindbar. Im Bereich der Nase konnten bei keiner der Ratten zu keinem
Untersuchungszeitpunkt morphologische Verdnderungen oder Entziindungen beobachtet
werden. Dies entspricht den Beobachtungen aus anderen Studien (CARBONE et al., 1987;
MORALES et al., 1988; SHANKAR et al., 1992).

5.2.2 Nachweis von BDV-N

Bislang lagen nur wenige Informationen Uber die Initialphase der intranasalen BDV-Infektion
vor (MORALES et al, 1988). In vielen Studien, die sich mit dieser Infektionsroute
beschaftigten, von welcher angenommen wird, dass sie der natirlichen Infektion entspricht,
beginnen die weiterfllhrenden pathologischen und virologischen Untersuchungen erst bei
Beginn der klinischen Symptome. Diese Studien stehen haufig in Zusammenhang mit
Fragestellungen zur Virusausbreitung im Tier (CARBONE et al., 1987) oder beschrankten
sich hauptsachlich auf den Nachweis viraler RNA im Gehirn (SHANKAR et al., 1992).

In der vorliegenden Studie wurde im olfaktorischen Epithel erstmalig 4 Tage nach der
Infektion BDV-Nukleoprotein nachgewiesen. Dies war in einzelnen adulten Neuronen in 2 der
5 untersuchten Ratten der Fall. Dies ist 2 Tage friher als in der von Morales et al.
(MORALES et al., 1988) publizierten Studie, wo virales Antigen nach 6 Tagen im Nukleus
und im Zytoplasma von einzelnen als olfactory receptor cells bezeichneten Zellen beobachtet
wurde. Eine Unterscheidung in reife und unreife Neurone bzw. in deren Vorlaufer wurde nicht
vorgenommen. In der vorliegenden Studie wurden die verschiedenen Zellen des
olfaktorischen Epithels gesondert betrachtet, um mehr Erkenntnisse zu der initialen Phase
der Infektion zu gewinnen. Anhand der initial infizierten Zellen lassen sich mdéglicherweise

Hinweise auf einen Rezeptor fir das BDV erlangen. Aullerdem tragt die genauere
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Untersuchung der Zelltypen des Epithels dazu bei, den Ausbreitungsmechanismus des BDV
zu verstehen und eine Antwort auf die Frage zu finden, ob und in welchen Zellen eine
Virusreplikation vor der Ausbreitung ins ZNS stattfindet. In der Studie von Morales et al.
fanden sich bis 20 dpi stets nur wenige positive Zellen im olfaktorischen Epithel. 22 dpi war
BDV-N nicht mehr in olfaktorischen Neuronen zu finden, jedoch bis 27 dpi in einzelnen
Nervenfasern des intranasalen Anteils des Riechnervs vorhanden. Dies steht im Gegensatz
zu den Ergebnissen dieser Studie. 4 dpi war BDV-N nicht nur in reifen Riechnervenzellen
sichtbar, sondern bei einer Ratte auch in einzelnen unreifen Nervenzellen. 7 Tage p.i. war in
der vorliegenden Studie auch erstmalig Virusantigen in den proliferierenden Basalzellen zu
finden. Zum Zeitpunkt 14 dpi war eine deutliche Steigerung in der Zahl BDV-N-positiver
Zellen in allen 5 untersuchten Tieren zu beobachten. Gleichzeitig konnte zu diesem
Zeitpunkt in den Ratten eine deutliche Zunahme BDV-N-positiver juveniler Neurone
verzeichnet werden. In einem Teil der Ratten war BDV-N ebenfalls in den proliferierenden
und horizontalen Basalzellen sowie in den Stitzzellen detektierbar. Auch in den
Nervenfasern der Submukosa und in den olfaktorischen Hiillzellen wurde 14 dpi in allen 5
Tieren virales Antigen nachgewiesen. Eine weitere Zunahme BDV-N-positiver Zellen wurde
21 dpi in allen untersuchten Kompartimenten beobachtet. Im Laufe der Zeit konnte BDV-N in
den reifen und unreifen olfaktorischen Neuronen, in den proliferierenden und horizontalen
Basalzellen, in den Stitzzellen sowie in den Nervenfasern und den olfaktorischen Hullzellen
detektiert werden. Dass die Zunahme BDV-N-positiver Zellen mit der Infektionsdauer
signifikant war, konnte mittels des exaktem Kruskal-Wallis-Tests bestatigt werden.
Aulerdem konnte mit dem Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman belegt werden, dass
hier ein deutlicher Zusammenhang zwischen Zeit nach der Infektion und der Zahl positiver
Zellen vorhanden war und dass es sich bei dieser Zunahme um einen monotonen Trend
handelte. Das bedeutet, dass im Laufe der Zeit immer mehr BDV-N nachweisbar war und
dass sich diese Tendenz nicht umkehrte. Es kann nicht beurteilt werden, ob in der Arbeit von
Morales et al. (MORALES et al., 1988) nur auf die reifen Riechnervenzellen geachtet wurde
oder ob tatsachlich kein Antigen in den anderen Zelltypen vorhanden war.

Um den weiteren Verlauf der Infektion zu verfolgen und mit den Ergebnissen aus
vorangegangenen Studien zu vergleichen, wurde zuséatzlich das Gehirn der Tiere untersucht.
Dort war erstmalig 14 Tage nach der Infektion BDV-N nachweisbar. Dies entspricht dem
Zeitpunkt, bei dem erstmalig auch die olfaktorischen Hiillzellen ein positives Signal
aufweisen. lhnen wird eine wichtige Funktion bei der Virusausbreitung zugesprochen, da in
vitro gezeigt wurde, dass sie die Replikation vom Humanen Herpesvirus 6 férdern kénnen
(HARBERTS et al., 2011). In der Studie von Morales et al. war BDV-N hingegen bereits 8 dpi

in den Nervenfasern und in den periglomerularen Zellen des Bulbus olfactorius nachweisbar.
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Auffallend waren insgesamt folglich die Unterschiede beziglich des ersten Antigen-
Nachweises und des erstmaligen Auftretens von klinischen Symptomen sowie der
entzindlichen Veranderungen im ZNS. Auch die Zahl der positiven Zellen im olfaktorischen
Epithel im Laufe der Infektion war deutlich héher als bei Morales et al. beschrieben. Es ist
nicht auszuschlieen, dass dies unter anderem mit der abweichenden Infektionsdosis bzw.
dem Titer der Virussuspension zusammenhangt. Wie bei Morales et al. wurden vier Wochen
alte Lewis-Ratten verwendet. Jedoch ergeben sich haufig relevante Unterschiede bei den
Tierlinien verschiedener Lieferanten hinsichlich der Empfanglichkeit fur Infektionen. Nicht
zuletzt spielen auch die Haltung der Tiere und der allgemeine Gesundheitsstatus eine
entscheidende Rolle fir den Verlauf der BDV-Infektion. Da die vorliegende Studie mehr als
20 Jahr spater als die Studie von Morales et al. durchgefiihrt wurde, ist davon auszugehen,

dass sich die Versuche in diesen Punkten deutlich unterschieden haben.

5.2.3 Nachweis von viraler genomischer RNA und BDV-N mRNA

Bislang wurde lediglich BDV-N nach intranasaler Infektion in der Riechschleimhaut
nachgewiesen (MORALES et al., 1988). Nachweise genomischer RNA und mRNA als
Hinweis auf eine effektive Transkription und Replikation im olfaktorischen Epithel waren nicht
vorhanden. Positiv- und negativstrangige BDV-RNA wurde lediglich in einer Kinetik nach
intranasaler Infektion adulter Ratten im Bulbus olfactorius mittels RT-PCR nachgewiesen
(SHANKAR et al., 1992). Dort war sie erstmals 6 Tage nach der intranasalen Infektion
nachweisbar, 14 Tage nach der Infektion war dies in allen untersuchten Gehirnregionen der
Fall. Erst zu dem spaten Zeitpunkt 26 dpi wurde auch Gesamt-BDV-RNA in der
Nasenschleimhaut nachgewiesen (SHANKAR et al., 1992), wobei unklar bleibt, ob ob es sich
tatsachlich um die Riechschleimhaut oder auch um respiratorisches Epithel gehandelt hat. In
der vorliegenden Studie konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt virales Protein oder virale RNA
im respiratorischen Epithel detektiert werden. Weiterhin I&sst sich der Veréffentlichung nicht
entnehmen, ob zu frilheren Zeitpunkten tatsachlich keine RNA im Gewebe vorhanden war
oder ob dies nicht untersucht wurde. Genomische und antigenomische RNA lag in gleichen
Verhaltnissen vor, was durch eine RT-PCR mit spezifischen Primern fir die jeweilige RNA
exemplarisch an isolierter RNA aus dem Gehirn anhand der Bandenstarke gezeigt wurde
(SHANKAR et al., 1992).

Aus diesem Grund war es von grolem Interesse, wie der Nachweis genomischer RNA und
MRNA mit dem Nachweis von BDV-N korreliert. Dies sollte zur Kldrung der Frage beitragen,
ob und wann eine virale Replikation und Transkription des Virus im olfaktorischen Epithel

stattfindet oder ob die Virusvermehrung primér im Gehirn ablauft.
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Die BDV-RNA aus dem Bereich des BDV-N-Gens war in der In-situ-Hybridisierung erstmalig
7 Tage nach der Infektion in einem Teil der Ratten in adulten und juvenilen Neuronen zu
finden. Auch in den Nervenfasern und bei einem Tier zusétzlich in den OECs konnte zu
diesem Zeitpunkt (7 dpi) genomische RNA detektiert werden. 14 dpi war in allen
untersuchten Ratten genomische RNA in den reifen und unreifen Riechnervenzellen sowie in
den OECs vorhanden, in den Nervenfasern jedoch nur bei 2 Ratten. Insgesamt konnte,
auller fir die Nervenfasern, eine Steigerung der Anzahl positiver Zelle detektiert werden. In
beiden Ratten, die 21 Tage p.i. untersucht wurden, war in den reifen und unreifen Neuronen
sowie in den Nervenfasern virale genomische RNA zu finden. Auch bei diesem
Untersuchungszeitpunkt konnte eine deutlich Zunahme der positiven Zellen bzw. auch der
Nervenfasern beobachtet werden. Zu keinem Zeitpunkt war genomische RNA in Stutzzellen
oder Basalzellen zu finden. Dass im Laufe der Infektion mehr positive Zellen zu finden waren
und dass dies signifikant fur die Zelltypen war, in denen der Nachweis gelang, konnte mit
dem exakten Kruskal-Wallis-Test belegt werden. Auferdem konnte mit dem
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman gezeigt werden, dass die Zahl positiver Zellen,
bezogen auf die Zelltypen, in denen der Nachweis im Laufe der Zeit gelang und die Zeit nach
der Infektion einen deutlichen Zusammenhang aufwiesen und einem monotonen Trend
folgen. Im Laufe der Zeit nahm die Zahl positiver Zellen demnach stetig zu.

Im Gegensatz zu der genomischen RNA konnte in der vorliegenden Studie die fir das BDV-
N-codierende mRNA bereits 4 Tage p.i. im Riechepithel, und damit friher als die
genomische RNA in den reifen Neuronen detektiert werden. 7 Tage nach der Infektion
konnte eine Zunahme positiver Zellen gesehen werden. In anderen Zelltypen, darunter
juvenile Neurone und olfaktorische Hullzellen, sowie in Nervenfasern, war BDV-N mRNA erst
14 dpi sichtbar. Auffallend war dabei, dass auch keine mRNA in den Stitzzellen, sowie in
den horizontalen und proliferierenden Basalzellen zu finden war. Wie auch bei der
genomischen RNA, konnte mit dem exakten Kruskal-Wallis-Test berechnet werden, dass die
Zunahme der positiven Zellen im Laufe der Zeit signifikant war. Auch hier konnte ein
deutlicher Zusammenhang zwischen Zeit nach der Infektion und Anzahl positiver Zellen
gesehen werden. Ein monotoner Trend bzw. eine stete Zunahme der positiven Zellen wurde
mit dem Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman bestéatigt. Beide statistischen
Untersuchungen waren nur fir die Zellen in denen die mRNA im Laufe der Zeit
nachgewiesen wurde, durchfiihrbar.

Diese Ergebnisse sind gegenséatzlich zu denen aus der Studie von Shankar et al.
(SHANKAR et al., 1992). Wahrend dort berichtet wurde, dass in der Nasenschleimhaut BDV-
N-RNA erst 26 Tage nach der Infektion nachgewiesen werden konnte, war in der
vorliegenden Studie BDV-N mRNA im olfaktorischen Epithel bereits 4 dpi zu finden.

Wahrend Shankar et al. eine konventionelle RT-PCR nutzten, wurde in der vorliegenden
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Studie eine In-situ-Hybridisierung angewendet. Wahrend bei einer PCR die gesuchten
Genomsequenzen vervielféltigt werden, werden bei der In-situ-Hybridisierung hingegen
lediglich die Kopien genomischer RNA und mRNA nachgewiesen. So sollte mitels RT-PCR
virale RNA bereits friilh nachzuweisen sein, was in der vorliegenden Arbeit bestétigt wurde.
Es ist letztlich jedoch nicht auszuschlieRen, dass die Nasenschleimhaut in der Studie von
Shankar et al. zu frilheren Zeitpunkten gar nicht untersucht wurde. Shankar et al. stellten ein
ausgewogenes Verhaltnis von genomischer und antigenomischer RNA fest. Diese
Untersuchung wurde jedoch nur exemplarisch fir die Gesamt-RNA des Gehirns
durchgefihrt, wobei aus der Veréffentlichung nicht ersichtlich ist, zu welchem Zeitpunkt p.i.
die Untersuchung stattfand. Eine Auswertung der Infektionskinetik mittels quantitativer real
time RT-PCR erscheint sinnvoll, um ein umfassendes Bild der viralen Transkription und

Replikation zu erhalten.

5.2.4 Korrelation des Nachweises von BDV-N, korrespondierender mRNA und
genomischer RNA

In der vorliegenden Arbeit wurde das olfaktorische Epithel nach intranasaler BDV-Infektion
auf Vorhandensein von BDV-N bzw. der entsprechenden genomischen und mRNA
untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass es im Verlauf der Infektion zu einer
Zunahme der infizierten Zellen im olfaktorischen Epithel kam. Sowohl bei dem viralen
Antigen als auch bei beiden nachgewiesenen RNAs konnte ein deutlicher Zusammenhang
zwischen Zeit nach der Infektion und Zahl positiver Zellen bzw. Nervenfasern mit einem
monotonen, zunehmenden Trend bestimmt werden. Folglich fand im olfaktorischen Epithel
der Ratten eine virale Replikation und Transkription sowie die Translation statt. Dies steht,
zumindest fir das virale Antigen, im Gegensatz zu den bisher bekannten Ergebnissen
(MORALES et al., 1988). Fur die virale RNA und die entsprechende mRNA lagen bislang
keine Erkenntnisse aus vorangegangenen Studien vor.

Hinweise auf die Infektion ergaben sich in der vorliegenden Studie erstmalig 4 dpi durch den
Nachweis von BDV-N in adulten und juvenilen olfaktorischen Neuronen. Gleichzeitig war
auch mRNA erstmalig in adulten Neuronen zu detektieren. 7 dpi wurde BDV-N erstmals auch
in proliferierenden Basalzellen nachgewiesen. Zu diesem Zeitpunkt war genomische RNA in
adulten und juvenilen Neuronen sowie in Nervenfasern und in olfaktorischen Hiillzellen zu
finden. BDV-N mRNA war erst 14 dpi auch in juvenilen Neuronen, olfaktorischen Hiillzellen
und Nervenfasern detektierbar. Zu den Zeitpunkten 14 und 21 dpi wiesen alle untersuchten
Zellen, darunter adulte und juvenile Neurone, proliferierende und horizontale Basalzellen,
Stutzzellen, olfaktorische Hullzellen, sowie die Nervenfasern BDV-N auf. Sowohl die BDV-N

mMRNA als auch die genomische RNA war wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraums
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nur in adulten und juvenilen Neuronen sowie in Nervenfasern und olfaktorischen Hillzellen
zu finden.

4 Tage nach der Infektion war gleichzeitig BDV-N und BDV-N mRNA in reifen olfaktorischen
Neuronen nachweisbar Dies spricht daflr, dass zu diesem Zeitpunkt bereits Transkription
stattgefunden hat und BDV synthetisiert wurde. Es ist bekannt, dass das Nukleoprotein
entsprechend des 3' zu 5'-Transkriptiongradienten, der typisch fir Viren der Ordnung
Mononegavirales ist, am meisten produziert wird (PYPER und GARTNER, 1997; DE LA
TORRE, 2002; TOMONAGA et al., 2002). Auch in einigen wenigen unreifen Neuronen war
zu diesem Zeitpunkt bereits BDV-N detektierbar. Dies weist darauf hin, dass auch dieser
Zelltyp infizierbar ist, auch wenn die juvenilen Neurone erst im Laufe der Reifung mit ihrem
Dendriten die Epitheloberflache erreichen und Zilien auf den dendritischen Knd&pfen
ausbilden (CHUAH et al., 1985). Dass die juvenilen Neurone zu einem so friihen Zeitpunkt
infiziert waren, kann ein Hinweis auf eine bereits erfolgte Ausbreitung des Virus von Zelle zu
Zelle sein. Dies gilt auch fir die proliferierenden Basalzellen, die 7 dpi erstmals BDV-N
aufwiesen und im intakten OE keinen Kontakt zu der Epitheloberflache haben. Allerdings
gelang in diesen Zellen nie der Nachweis genomischer RNA oder BDV-N mRNA. Es ist nicht
auszuschlielRen, dass die virale RNA hier unter der Nachweisgrenze liegt und in diesen
Zellen vornehmlich Translation stattfindet oder diese Zellen das virale Protein nur
aufnehmen. Es ist bekannt, dass eine Imbalance in der Proteinmenge oder eine
Uberexpression der Bestandteile des Nukleokapsids vor einer Superinfektion oder einer
Infektion mit ahnlichen Viren schitzt (GEIB et al., 2003). Mdglicherweise spielt dieser
Mechanismus in den entsprechenden Zellen eine Rolle und verhindert so eine effiziente
Replikation. Unklar ist weiterhin, ob die verschiedenen Zelltypen Unterschiede in der
Expression der endogenen Sequenzen aufweisen. So wurde gezeigt, dass diese Sequenzen
beim Dreizehnstreifen-Hérnchen in vitro als Proteine exprimiert werden kénnen, die eine
Interaktion mit dem Ribonukleoprotein des BDV ermd&glichen. Dies kdnnte in einer Inhibition
der BDV-Infektion resultieren (FUJINO et al., 2014). Um dies umfassend aufzuklaren und um
ein negatives Ergebnis aufgrund einer zu hohen Nachweisgrenze auszuschlieRen, ware die
Untersuchung mittels Laser Microdissection and Pressure Catapulting (LMPC) hilfreich. So
kénnten die entsprechenden Zellen isoliert und in einer real time RT-PCR auf genomische
und antigenomische BDV-RNA untersucht werden.

Genomische RNA konnte erst 7 Tage nach der Infektion detektiert werden. Gleichzeitig
konnte genomische RNA bereits zu diesem Zeitpunkt in Nervenfasern der Lamina propria
und in den olfaktorischen Hiillzellen gesehen werden. Dies spricht ebenfalls dafiir, dass die
Infektion sich erfolgreich in Richtung des ZNS ausgebreitet hat. BDV-N oder BDV-N mRNA
waren zu diesem Zeitpunkt noch nicht in diesen Strukturen nachweisbar, sondern nur in den

Neuronen, was dafiir sprechen kann, dass nicht Transkription und Translation, sondern
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lediglich Virusreplikation stattgefunden hat und virale genomische RNA in Richtung Gehirn
transportiert wird.

Der Zeitpunkt des erstmaligen Nachweises von BDV-N und korrespondierender mRNA in
Nervenfasern und in den OECs (14 dpi) korrelierte mit dem ersten Auftreten von BDV-N im
Gehirn. Dies kann ein Zeichen dafir sein, dass die OECs, die die Nervenfasern umhillen,
wichtig fur eine effiziente Ausbreitung sind. Von Harberts et al. (HARBERTS et al., 2011)
wurde dies bereits flir das humane Herpesvirus 6 gezeigt, da sie die Replikation in vitro
férdern. Sie werden im Infektionsverlauf friih infiziert, worauf der Nachweis der genomischen
RNA bereits 7 dpi in der vorliegenden Studie hinweist. Eine Md&glichkeit der Diffusion von
Viren ins Gehirn Uber von olfaktorischen Hullzellen gebildete Kanédle wurde von van Riel et
al. (VAN RIEL et al., 2015) diskutiert. Fir das BDV mit seiner geringen Gré3e wére dies
prinzipiell denkbar, allerdings konnte diese Art der Ausbreitung noch nicht abschlie3end
bewiesen werden und scheint vornehmlich beim Transport von Substanzen ins ZNS eine
Rolle zu spielen (OBERDORSTER et al., 2004; DHURIA et al., 2010; GIZURARSON, 2012).
Die in dieser Studie erhobenen Daten lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Zellen
neuronalen und glialen Ursprungs eine wichtige Rolle firr die Replikation und Transkription
des BDV im olfaktorischen Epithel spielen. Nur in den adulten und juvenilen olfaktorischen
Neuronen, in den Nervenfasern und den gliaartigen olfaktorischen Hullzellen (BABIARZ et
al., 2011) wurde genomische RNA und BDV-N mRNA gefunden. Auch in den kugelférmigen
Basalzellen, die als Vorlaufer der Riechnervenzellen gelten, konnte kein Virusgenom und
keine BDV-N mRNA nachgewiesen werden. Es ist jedoch nicht auszuschlie®en, dass eine
Infektion der anderen Zellen méglich ist und dass die Menge der viralen RNA nur unter dem
Detektionsniveau der In-situ-Hybridisierung lag. Hierflr spricht auch, dass virales Antigen in
allen untersuchten Zelltypen zu finden war. Nicht auszuschlief3en ist auch eine Aufnahme
von viralen Proteinen durch die Zelltypen, in denen BDV-N, jedoch keine BDV-RNA
nachweisbar war.

Insgesamt spricht der Nachweis von BDV-N, korrespondierender mRNA und genomischer
RNA dafir, dass eine initiale Virusvermehrung bereits im olfaktorischen Epithel stattfindet.
Weiterhin war sowohl fir BDV-N als auch fiir genomische und BDV-N mRNA ein deutlicher
Anstieg positiver Zellen lber die Zeit zu erkennen, sodass die Virusvermehrung Uber die Zeit
anzusteigen scheint. Am deutlichsten wurde dies bei der BDV-N mRNA, die am friihesten
nachweisbar war und bei der ein deutlicher Anstieg zu verzeichnen war, bevor das Virus im
Gehirn zu finden war. Folglich dominiert zun&chst die Transkription bevor es zur effizienten
Replikation des Virus kommt. Der Virusvermehrung im olfaktorischen Epithel diirfte folglich
auch eine wichtige Rolle bei der Virusausscheidung Gber Nasensekrete zukommen.

Die initiale Infektion von einigen wenigen Zellen reicht demnach aus, um eine erfolgreiche

Virusausbreitung ins Gehirn sicher zu stellen, da eine effiziente Replikation und Transkription
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des BDV im olfaktorischen Epithel stattfindet. Wie dies erfolgt, sollte in weiteren Studien
geklart werden, die auch die Expression des fiir die Zell-zu-Zellausbreitung notwendige virale
Glykoprotein mit einbeziehen (LENNARTZ et al., 2015).

5.2.5 Proliferation des olfaktorischen Epithels

Es wurde untersucht, ob die BDV-Infektion zu einer Anderung in der Proliferationsrate der
Zellen des olfaktorischen Epithels fiihrt. Es sollten so indirekt Hinweise dariiber erlangt
werden, ob es zu einer vermehrten Abschilferung der Zellen und zum Versuch der
Viruseliminierung kommt. Das olfaktorische Epithel besitzt die Fahigkeit zur lebenslangen
Regeneration, die von den Basalzellen ausgeht (GRAZIADEI und GRAZIADEI, 1979;
FARBMAN und MARGOLIS, 1980; GRAZIADEI und MONTI GRAZIADEI, 1983). Die adulten
olfaktorischen Neurone haben direkten Kontakt zur Umwelt und sind so den verschiedensten
Noxen, darunter auch Infektionen, ausgesetzt (FARBMAN, 1990). Eine Reaktion auf eine
exogene Noxe, die in einer vermehrten Zellproliferation mindet, wurde fir Schéden wie die
Neurektomie (CAMARA und HARDING, 1984) oder nach experimenteller Exposition von
schéadlichen Substanzen (MILLER et al., 2003; OGAWA et al., 2014) bereits gezeigt und ist
demnach auch fur Virusinfektionen denkbar. Proliferierende Zellen wurden in der
Immunhistologie mit dem Marker PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) nachgewiesen.
Dabei wurden die BDV-infizierten mit den Mock-infizierten Tieren verglichen.

Mit den Daten der vorliegenden Studie waren keine signifikante Unterschiede in der
Proliferation des olfaktorischen Epithels bzw. in der Zahl der PCNA-positiven Zellen zu
finden. Weder im Laufe der Zeit nach der Infektion noch zwischen den Gruppen BDV- und
Mock-infiziert konnten deutliche Unterschiede in der Proliferation gefunden werden, die als

Reaktion auf die BDV-Infektion héatte interpretiert werden kénnen.

5.3 DISSOZIATIONSKULTUR DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS
5.3.1 Charakterisierung der Dissoziationskultur

In der vorliegenden Studie war es oberste Prédmisse, ein Zellkultursystem zu entwickeln,
dass mdglichst nah am Tiermodell, der intranasalen Infektion immunkompetenter Lewis-
Ratten ist (CARBONE et al., 1987; MORALES et al, 1988), um eine optimale
Vergleichbarkeit mit der nattrlichen Infektion und eine Reduktion der Anzahl der fiir einen
Tierversuch bendétigten Tiere nach dem 3R-Prinzip von Russell und Burch (RUSSELL und
BURCH, 1959) zu ermdglichen.

Kulturen aus dem Riechepithel der Ratte wurden bislang meist aus neugeborenen Ratten
gewonnen (PIXLEY und PUN, 1990; RONNETT et al, 1991; PIXLEY, 1992, 1996) und
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haufig wurden Differenzierungsvorgédnge der Vorlduferzellen untersucht (FERON et al.,
1999; WETZIG et al.,, 2011). Auch auf die Verwendung von sogenannten feeder layern
wurde verzichtet. Diese bestehen meist aus einer Schicht Astrozyten bzw. Gliazellen des
Cortex cerebri, auf die die eigentlichen olfaktorischen Neurone aufgetragen werden. Sie
sollen ein langeres Uberleben und eine bessere Ausdifferenzierung der Neurone
begunstigen (PIXLEY, 1992, 1996; GRILL und PIXLEY, 1997; CHEN et al., 2008). Es ist
jedoch bekannt, dass Gliazellen in vivo und auch in vitro gut mit dem BDV infizierbar sind
(RICHT und STITZ, 1992; CARBONE et al., 1993; HERDEN et al., 2000; WERNER-KEISS
et al, 2008; KEHR, 2015, eingereicht). Aus diesem Grund musste eine neue
Praparationsmethode etabliert werden, die sich an bereits verdffentlichten Protokollen
orientierte (GRILL und PIXLEY, 1997; VARGAS und LUCERO, 1999b, a; BRAUCHI et al.,
2006). Aufgrund des fehlenden feeder layers wurden die Deckglaschen fur die Kultur mit
Poly-L-Lysin beschichtet, um eine bessere Anheftung der priméaren Zellen zu ermdéglichen. In
Vorversuchen wurde das am besten geeignete Beschichtungsmedium ermittelt. Andere
Beschichtungen, wie beispielsweise Laminin, was explizit fir Neuronenkulturen empfohlen
wird, brachten keine Vorteile, wie auch bei Pixley et al. beschrieben (PIXLEY und PUN,
1990). Ohne einen feeder layer war eine deutliche Reduktion der Neurone Uber die Zeit zu
finden, was bisherigen Berichten entsprach (VARGAS und LUCERO, 1999b, a). An Tag 7
nach der Praparation waren meist keine Neurone mehr detektierbar (PIXLEY, 1992; GRILL
und PIXLEY, 1997). Uber den Anteil der olfaktorischen Neurone an der gesamten
Zellpopulation zur Zeit der Aussaat und im Verlauf der Zeit gibt es nur wenige genaue
Angaben. In der Studie von Grill et al. (GRILL und PIXLEY, 1997) wurden zwar die Zahlen
der ausgesaten Zellen und die Zahl der Neurone, die positiv fir OMP waren genannt, jedoch
ist unklar welcher Anteil der ausgesaten Zellen sich tatsachlich angeheftet hat. Um dieses
Problem zu vermeiden, wurden in der vorliegenden Studie zunachst eine definierte Zahl an
Zellen auf den Deckgldschen ausgezahlt und danach der Anteil der Neurone bestimmt. Initial
bzw. 4 Stunden nach der Aussaat waren durchschnittlich 33 % der Zellen Neurone. Ein
héherer Anteil der Neurone an der Gesamtzellzahl konnte in der Studie von Brauchi et al.
erhalten werden (BRAUCHI et al., 2006). Hier ist die Rede von 77 % nach 48 Stunden in
Kultur, wobei sich die Praparationsmethode und die Kulturbedingungen von denen der
vorliegenden Studie deutlich unterschieden.

Die Morphologie der Zellen in der eigenen Studie entsprach der bereits beschriebenen
Morphologie von Kulturen des olfaktorische Epithel. Auch die Anfarbung der Neurone mit 3
[lI-Tubulin in der indirekten Immunfluoreszenz entsprach dem Bild anderer Arbeitsgruppen
(CHEN et al., 2008). Hinsichtlich der OMP-Expression fanden sich widerspriichliche
Angaben. Wahrend bei einigen Arbeitsgruppen der Nachweis im kultivierten olfaktorischen
Epithel gelang (GRILL und PIXLEY, 1997; VARGAS und LUCERO, 1999b; BRAUCHI et al.,
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2006), konnten andere kein OMP in diesem nachweisen (PIXLEY und PUN, 1990). Als
Ursache wurde ein Fehlen trophischer Faktoren vermutet oder diskutiert, dass es sich in den
Fallen in denen die Anfarbung gelang, um ein Artefakt handeln kénnte (PIXLEY, 1992). In
vivo ist beschrieben, dass sich OMP bei der Maus erst dann nachweisen lasst, wenn es eine
synaptische Verbindung zum Bulbus olfactorius gibt (GRAZIADEI et al., 1980). Ob dies in
vitro, also bei Verlust dieses Kontaktes, die Reduktion der OMP-Expression verursacht, ist
denkbar. Bei eigenen Vorversuchen wurden zwei verschiedene Antikdrper gegen OMP
getestet und als nicht zuverlassig bewertet, da nur dufllerst selten eine extrem schwache
Farbung in der Immunfluoreszenz zu detektieren war. In keiner der Studien, die sich mit der
Etablierung des olfaktorischen Epithels befassen (PIXLEY und PUN, 1990; PIXLEY, 1992,
1996; GRILL und PIXLEY, 1997; VARGAS und LUCERO, 1999b, a; BRAUCHI et al., 2006)
wurde auf andere zelluldaren Komponenten, wie beispielsweise die OECs, eingegangen. Aus
diesem Grund sind keine Vergleiche der prozentualen Anteile der olfaktorischen Hillzellen
an der Gesamtzellzahl mdglich. Es kann allerdings gesagt werden, dass in den eigenen
Studien der Gehalt der morphologisch als OECs identifizierten Zellen in der Kultur tber die
Zeit nur wenig Schwankungen zeigte. Ein Grund fiir das ausbleibende Uberwuchern dieses
Zelltyps kann in dem Kulturmedium gesehen werden. Da es sich hierbei um ein serumfreies
Medium handelt, was den Neuronen zugute kommt, sind keine optimalen Kulturbedingungen
fur die Vermehrung der OECs und auch der Fibroblasten gegeben. Es ist allerdings zu
beachten, dass dieser Zelltyp in der vorliegenden Studie nur anhand seiner Morphologie
identifiziert wurde. Eine Doppelmarkierung wurde nicht durchgefiihrt. Die Auszahlung der
Hillzellen auf Basis ihrer Morphologie sollte einer ersten Orientierung zur ungeféhren
Abschatzung des Anteils dieses Zelltyps an der Gesamtzellzahl dienen. Fir gesicherte
Angaben sollte erneut eine Kinetik der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels mit
Charakterisierung der kultivierten Zelltypen Uber die Zeit in Kultur erfolgen.

Insgesamt konnte in der etablierten Dissoziationskultur eine deutliche Reduktion der
olfaktorischen Neurone im Laufe der Zeit beobachtet werden. Waren 4 Stunden nach der
Aussaat noch rund 33 % der Zellen positiv fur & IlI-Tubulin, so reduzierte sich der
durchschnittliche Anteil auf rund 6 % nach 7 Tagen. In vivo hingegen dominieren die adulten
olfaktorischen Neurone das Bild des Epithels. Dies spiegelt die Komplexitat von neuronalen
primdren Zellkulturen wider. Eine Ausdifferenzierung der Vorlduferzellen war ohne die
Zugabe von Wachstumsfaktoren nicht zu beobachten. Zu spateren Zeitpunkten als 7 DIV
waren nur noch sporadisch einzelne B IlI-Tubulin-positive Zellen zu finden. Die
verbleibenden Zellen konnten langer als 14 Tage unter den serumfreien Kulturbedingungen

erhalten werden.
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5.3.2 BDV-Infektion der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels

4 Tage nach der BDV-Infektion konnte die Infektion mittels Nachweis von BDV-N bestéatigt
werden. Es zeigte sich das aus anderen Zelllinien, bei denen BDV-N detektiert wurde,
bekannte Bild der intranukledren Granula (HERZOG und ROTT, 1980; KEHR, 2015,
eingereicht). Daneben konnte in den meisten Zellen zuséatzlich zu der granuléren
Kernfarbung auch eine diffuse Anfarbung des Zytoplasmas beobachtet werden. Dies spricht
wahrend der akuten Phase der Infektion fur eine effiziente Translation. In der vorliegenden
Studie fiel vor allem auf, dass nicht nur die olfaktorischen Neurone BDV-infiziert waren,
sondern dass auch nicht-neuronale Komponenten des olfaktorischen Epithels und der
Lamina propria, darunter auch Zellen, die in ihrer Morphologie olfaktorischen Hullzellen und
Fibroblasten entsprachen, infizierbar waren. Dies spiegelt ebenfalls die Situation nach
intranasaler Infektion der Lewis-Ratten wider. Auch hier konnte BDV-N nicht nur in den
Neuronen nachgewiesen werden, sondern beispielsweise auch in den Stitzzellen und den
olfaktorischen Hiullzellen (4.2.3.1). Dies zeigt, dass wahrend der initialen Phase eine
effiziente Ausbreitung auch in nicht-neuronalen Zellen stattfindet und dass zu diesem
Zeitpunkt vermehrt Translation stattfindet. Dass auch nicht-neuronale Zellen in vitro mit BDV
infiziert werden kénnen, ist bekannt (HERZOG und ROTT, 1980; ESSBAUER et al., 2011).
So werden beispielsweise persistent infizierte MDCK-Zellen zur serologischen Diagnostik
genutzt (HERZOG und ROTT, 1980).

In der vorliegenden Studie konnte eine deutliche Ausbreitung der Infektion in der Kultur Gber
die Zeit festgestellt werden. Waren 4 dpi erst durchschnittlich rund 11 % der Zellen infiziert,
so lag diese Quote 14 dpi bei durchschnittlich 29 %. Dieses Ergebnis spricht erneut dafur,
dass nicht nur Neurone infiziert sein kdbnnen, da zu den spéaten Untersuchungszeitpunkten
nur noch wenige vorhanden waren. Infiziert waren zu diesem Zeitpunkt Zellen, die von ihrer
Morphologie den olfaktorischen Hillzellen und Fibroblasten entsprachen und folglich nicht-
neuronalen Ursprungs waren. Jedoch waren auch viele Zellen BDV-N-positiv, die von ihrer
Morphologie her nicht zugeordnet werden konnten. Es handelte sich hierbei wahrscheinlich
um Vorlauferzellen oder Stitzzellen, was in weiteren Studien geklart werden sollte.

Mittels Doppelmarkierung der reifen olfaktorischen Neurone und BDV-N konnte gezeigt
werden, dass die Neurone in der Kultur, zumindest =zu den frihen
Untersuchungszeitpunkten, wenn diese noch vorhanden waren, infizierbar sind.

Hinsichtlich der Eignung dieser Methode zur Reduktion bzw. als Ersatz fiir einen Tierversuch
erscheint sie aufgrund der gewonnen Erkenntnisse durchaus geeignet, um bestimmte
Fragestellungen zu beantworten. Insbesondere als Modell fur Virusinfektionen, bei denen mit

einer starken Belastung der Tiere zu rechnen ist, kann im Vorfeld aufgrund der
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Ubereinstimmenden In vitro- und In vivo-Daten abgeschatzt werden, welche Zellen prinzipiell

infizierbar sind. Dies ermdglicht eine Reduktion der zu verwendeten Tiere im Versuch.

5.4 ORGANOTYPISCHE GEWEBEKULTUR DES OLFAKTORISCHEN EPITHELS

5.4.1 Charakterisierung der organotypischen Gewebekultur

Bislang liegen nur wenige Beschreibungen uber organotypische Gewebekulturen des
olfaktorischen Epithels vor. Diese basieren meist auf einer Co-Kultivierung mit
Gewebeanteilen des Bulbus olfactorius, um das Wachstum der Neurone und die
Synapsenbildung zu beobachten (GONG et al., 1996; KANAKI et al., 2000; GOETZE et al.,
2002; MARKOPOULOQOS et al., 2008). In der Mehrzahl der Studien werden allerdings nur
Stiicke des Bulbus olfactorius alleine kultiviert, um die verschiedensten Fragestellungen zu
untersuchen (KANAKI et al., 1997; IMBSCHWEILER et al., 2012). Im Rahmen dieser Studie
konnte eine Praparationsmethode fur organotypische Kulturen des olfaktorischen Epithels
etabliert werden. Auch nach 14 Tagen war noch vitales Gewebe auf der Membran zu finden.
Problematisch war bei dieser Praparation allerdings die Tatsache, dass die Kulturen im
Laufe der Zeit zerfielen bzw. sich Zellen aus dem Verband I6sten und sich grof3e Mengen
Detritus neben den Gewebestlickchen sammelte. Vermutlich handelte es sich hierbei auch
um abgeschilferte Epithelien. Oft zeigte das olfaktorische Epithel bereits nach kurzer Zeit
einen beginnenden Verlust der Struktur und es konnte auch keine Expression der Marker
OMP und DCX nachgewiesen werden. Dies hangt vermutlich mit dem Verlust des Kontaktes
zum Bulbus olfactorius zusammen, was mit den Beobachtungen aus der Dissoziationskultur
des olfaktorischen Epithels in den eigenen Untersuchungen Ubereinstimmt. Hier gelang die
Markierung der olfaktorischen Neurone mit OMP nur duf3erst selten in einzelnen Zellen. Fir
die Maus ist bekannt, dass OMP im olfaktorischen Epithel nachweisbar ist, sobald die
Nerven in Kontakt mit dem Riechkolben bekommen. Die vorliegenden Ergebnisse sprechen
dafiir, dass es bei Verlust dieser Synapse mdglicherweise zum Abbau des Proteins kommt,
welches an der Signaltransduktion des Riechens beteiligt ist. Zum Teil wiesen manche
Gewebestlicke praparationsbedingt respiratorisches Epithel mit gut erkennbaren Zilien auf,
die zum Teil auch noch nach 2 Wochen in Kultur eine deutliche Flimmerbewegung zeigten.
Bei diesem Epithel konnte im Vergleich zum olfaktorischen Epithel nur selten ein
Strukturverlust beobachtet werden. Eine weitere Herausforderung stellte die flir den
histologischen Schnitt wichtige Ausrichtung des Gewebes aufgrund der geringen
ProbengrofRe dar. In weiteren Studien sollte zur Optimierung dieses Kultursystem die Co-

Kultivierung mit Scheiben des Bulbus olfactorius getestet werden, was in einigen Studien
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bereits durchgefiihrt wurde (KANAKI et al., 2000; GOETZE et al., 2002; MARKOPOULOS et
al., 2008).

5.4.2 BDV-Infektion der organotypischen Gewebekultur

Die BDV-Infektion konnte erstmals 4 dpi nachgewiesen werden. Es waren sowohl BDV-N als
auch mRNA nachweisbar. Dieser Zeitpunkt entsprach ebenfalls dem ersten Nachweis in den
intranasal infizierten Ratten, jedoch waren zuerst OECs infiziert, was daran liegen kann,
dass diese frei zuganglich fir das Virus vorlagen. Dies unterstreicht die gute Infizierbarkeit
dieser Zellen und ihre Rolle im Rahmen von Virusinfektionen. Im Gegensatz zu der Situation
im Tier war keine Ausbreitung der Infektion innerhalb des Epithels im zeitlichen Verlauf zu
erkennen. Dadurch, dass das respiratorische Epithel lange Zeit in seiner Struktur in der
Kultur stabil blieb, konnte einfach zwischen respiratorischem, welches im Tier und in den
organotypischen Gewebekulturen nicht infiziert war, und olfaktorischem Epithel
unterschieden werden, auch wenn keine OMP- oder DCX-positiven Zellen im Epithel
nachweisbar waren. Es ist denkbar, dass fir eine Ausbreitung im Gewebe Faktoren aus der
Lamina propria bzw. die Verbindung zum Bulbus olfactorius notwendig sind. So wurde von
Carbone et al. (CARBONE et al.,1993) die Rolle des Nerve growth factors (NGF) flirr eine
vermehrte Transkription und Translation in vivo diskutiert.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass diese Kultur alleine nur bedingt als Ersatz zum

Tierversuch gesehen werden kann.

5.5 CO-KULTUR AUS OLFAKTORISCHEM EPITHEL UND OLFAKTORISCHEN
HULLZELLEN

5.5.1 Nachweis von BDV-N

Vor dem eigentlichen Versuch der Co-Kultivierung der olfaktorischen Hdllzellen mit den
Zellen aus dem olfaktorischen Epithel musste sichergestellt werden, dass die caninen OECs
prinzipiell mit dem verwendeten Virus infizierbar sind, da eine an die Ratte adaptierte
Viruspraparation verwendet wurde. Die zur Verfligung stehenden OECs stammten aus dem
Riechepithel des Hundes. Bislang existiert nur ein gesicherter Bericht Uber eine BDV-
Infektion des Hundes (WEISSENBOCK et al., 1998). Allerdings werden die aus dem Hund
stammenden MDCK-Zellen (Madin Darby canine kidney) seit langem als persistent
infizierbare Zellkultur zur Diagnostik einer BDV-Infektion verwendet (HERZOG und ROTT,
1980). Dies spricht dafiir, dass der oder die Rezeptoren, die das BDV zur Infektion der Zellen
bendtigt, nicht sehr speziesspezifisch sein kénnen. In der vorliegenden Studie zeigte sich,

dass die OECs des Hundes sehr gut mit BDV infizierbar waren. Sie zeigten die fur viele
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Zellen typische granulare Kernreaktion (HERZOG und ROTT, 1980). Diese konnte auch in
den OECs der Ratte bei der Infektion der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels
gesehen werden (4.3.2.1). Es zeigte sich, dass in den beiden untersuchten Kulturpassagen
nach 6 Tagen durchschnittlich ca. 60 % der OECs positiv fir BDV-N waren. Dieser Anteil lag
damit deutlich héher als der Anteil der infizierten Zellen in der Kultur des olfaktorischen
Epithels der Ratte, wo die OECs nur einen Teil an der Gesamtzellzahl ausmachten. Dies
kann ein Zeichen dafiir sein, dass die Virusvermehrung in diesem Zelltyp besonders effizient
funktioniert. Dass OECs eine besonders wichtige Rolle im Rahmen einer Virusinfektion
hinsichtlich der Ausbreitung vom olfaktorischen Epithel ins ZNS spielen und in vitro
insbesondere die Virusreplikation férdern kdnnen, konnte bereits fir das humane
Herpesvirus 6 gezeigt werden (HARBERTS et al.,, 2011) und ist so auch fir die BDV-
Infektion anzunehmen. Folglich kann der Anteil infizierter Zellen aus diesem Grund in der
Kultur der OECs hdher sein als in der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels, wo die
OECs nur einen kleinen Anteil an der Gesamtzellzahl ausmachen. Allerdings ist zu sagen,
dass sich die OECs vermehren, wenn sie das geeignete Nahrmedium erhalten. Hinsichtlich
der Infektionseffizienz sind die in dieser Studie ausgewerteten Kulturen der OECs nicht ohne
Vorbehalt mit den Kulturen des olfaktorischen Epithels der Ratte vergleichbar, wo unter den
angewendeten Kulturbedingungen keine nennenswerte Zellvermehrung stattfand. Dadurch
dass die Zellen in der Kultur der OECs nach einer gewissen Zeit dichter beieinander lagen,
kann mdglicherweise die Infektion der Nachbarzellen leichter vonstatten gegangen sein. Dies
kann auch der Grund daflir sein, dass in den zwei unterschiedlichen Passagen der OECs
deutliche Unterschiede im Anteil infizierter Zellen zu sehen waren. Dies passt zu den
Beobachtungen im olfaktorischen Epithel der Ratte in vivo aus der vorliegenden Studie. Da
dort BDV-N in Zellen nachweisbar war, die hochstwahrscheinlich keinen direkten Kontakt mit
dem BDV wahrend der Infektion hatten, ist anzunehmen, dass sich das Virus Uber
benachbarte Zellen ausgebreitet hat. Dies wurde in vitro auch bereits in anderen Studien
beobachtet (LENNARTZ et al., 2015). Darliber hinaus werden diese Daten dadurch bestéatigt,
dass in vitro und in vivo nur wenig bzw. kein freies Virus nachweisbar ist (GOSZTONYI et al.,
1993). Trotz allem ist 6 dpi der Anteil von 49 % infizierten Zellen in der schlechter infizierten
Passage deutlich héher als der in der Kultur des olfaktorischen Epithels ermittelte Wert von
durchschnittlich 29 % nach 14 Tagen. Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse die
Relevanz der OECs bei neurotropen Virusinfektionen. Es wurde gezeigt, dass sie sehr gut
infizierbar sind und den Viren mit ihrer Ndhe zu den Nervenfasern einen optimale
Weiterleitung ins ZNS ermdéglichen. Zudem wird ihnen eine gliaartige Funktion zugesprochen
(BABIARZ et al., 2011), was sie auch hinsichtlich der trophischne Faktoren unentbehrlich fiir

die Nervenfasern der olfaktorischen Neurone machen dirfte.
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5.5.2 Quantifizierung von BDV-RNA

Um zusétzlich zum morphologischen Nachweis in vivo quantitative Daten zur Virusreplikation
und Transkription in vitro zu erhalten, wurde die Menge von BDV-mRNA und genomischer
RNA bei der Co-Kultivierung der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels und der
Kultur der OECs mittels real time RT-PCR bestimmt und ins Verhaltnis gesetzt. In der
vorliegenden Studie wurden Unterschiede in den GréRenordnungen der GAPDH-
Kopienzahlen zwischen den verschiedenen Zellkulturansatzen, Reinkultur des olfaktorischen
Epithels der Ratte und der OECs des Hundes sowie zwei verschiedene Mischungsansatze
aus beiden Kulturen, nachgewiesen. Dies war darauf zurlickzufihren, dass die verwendete
Sonde und die Primer der rattenspezifischen Sequenz fir GAPDH entsprachen. Da die
Sequenz des Hundes leicht von der der Ratte abweicht, musste mit einer schlechteren
Bindung und Effizienz gerechnet werden. Dementsprechend wurden die erhobenen Daten
nicht zwischen den Gruppen, sondern nur gruppenintern und bezogen auf den zeitlichen
Verlauf verglichen. In diesem Versuchsteil sollten auch erste Hinweise erlangt werden, ob
die OECs einen Einfluss auf die virale Replikation und Transkription in der Zellkultur haben.
Bei der Auswertung der Ergebnisse der Kultur des olfaktorischen Epithels fiel auf, dass zu
beiden untersuchten Zeitpunkten (4 und 7 dpi) deutlich mehr genomische virale RNA als
BDV-N mRNA pro Kopie GAPDH vorhanden war, wobei zum Untersuchungszeitpunkt 7 dpi
eine Reduktion der Kopienzahl, insbesondere der viralen genomischen RNA, nachzuweisen
war. Ein anderes Bild zeigte sich bei der Auswertung der reinen Kultur der OECs. Hier
konnten 4 dpi wenige Kopien mehr mRNA als genomische RNA nachgewiesen werden. 7 dpi
lag eine geringgradige Reduktion der genomischen RNA vor. Im Gegensatz dazu stieg die
Anzahl der BDV-N mRNA-Kopien leicht an. Sowohl im Mischverhaltnis 3:1 als auch im
Verhaltnis 1:1 olfaktorisches Epithel zu OECs war 4 dpi mehr BDV-N mRNA als genomische
RNA detektierbar. 7 dpi war jedoch in beiden Anséatzen das Verhaltnis wieder zugunsten der
genomischen viralen RNA verschoben.

Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse daflir, dass in der Dissoziationskultur des
olfaktorischen Epithels mehr Virusreplikation als Transkription stattfand und dass eine
Reduktion beider Prozesse, jedoch in besonderem Male der Replikation zum Zeitpunkt 7 dpi
nachzuweisen war. Korreliert man diese Ergebnisse mit dem morphologischen Nachweis
von BDV-N mittels Immunfluoreszenz (4.3.2.1), so zeigt sich, dass die Reduktion der BDV-N-
spezifischen RNA zu einem Zeitpunkt stattfand, bei dem die Kultur bereits sicher infiziert war
und eine Zunahme von BDV-N nachgewiesen wurde. Méglicherweise reduzierte das Virus
zu diesem Zeitpunkt die Replikation zugunsten der Transkription. Jedoch ist es denkbar,
dass 7 dpi ebenfalls die Transkription bereits leicht verringert sein kann, da zu diesem

Zeitpunkt bereits eine Vielzahl von Zellen positiv fir BDV-N waren. Das BDV nutzt
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verschiedene Strategien zur Aufrechterhaltung einer nicht-zytolytischen Infektion, die auch
zur Etablierung der Viruspersistenz beitragen kann. Dazu gehért unter anderem, dass die 3'-
und 5-Enden der genomischen und antigenomischen RNA modifiziert werden, was sich
negativ auf die Replikationseffizienz auswirkt. Dies kdnnte ein Vorgang sein, der erklart
warum die Replikation von 4 auf 7 dpi deutlich abnimmt (ROSARIO et al., 2005;
SCHNEIDER, 2005; SCHNEIDER et al., 2005), wobei mit diesen Untersuchungszeitpunkten
lediglich Aussagen zu der akuten Phase der BDV-Infektion méglich sind. Weiterhin spielen
auch die Verhaltnisse von BDV-N zu BDV-P sowie von BDV-X zu BDV-P eine wichtige Rolle.
AuRerdem liegt, wie bei anderen Viren der Ordnung Mononegavirales auch, ein
Transkriptionsgradient in 3' zu 5' Richtung vor (WOLFF et al., 2000; TOMONAGA et al.,
2002; ROSARIO et al., 2005; SCHNEIDER, 2005; SCHNEIDER et al., 2005; YANAI et al.,
2006; CHASE et al., 2007; HERDEN, 2009; HERDEN et al., 2013).

Die bei der Auswertung der reinen OEC-Kultur gewonnenen Ergebnisse sprechen dafir,
dass die OECs in vitro starker die Transkription als die Replikation des BDV férdern. Dies
deckt sich zeitlich mit den Ergebnissen zum morphologischen Nachweis von BDV-N in OECs
in vitro (3.5.2.2). Hier waren bereits nach 6 Tagen weitaus mehr BDV-N-positive Zellen zu
erkennen als es nach 14 dpi in der Kultur des olfaktorischen Epithels mdglich war, was fir
eine effektive Transkription mit nachfolgender Translation spricht.

Dass die OECs in vitro die Transkription férdern, spiegelt sich ebenfalls in den Ergebnissen
der beiden Anséatze der Co-Kulturen wider, da das Verhaltnis der genomischen viralen RNA
zu der BDV-N mRNA deutlich zugunsten der mRNA verschoben ist, was insbesondere 4 dpi
zum Tragen kommt. 7 dpi ist hingegen wieder mehr genomische virale RNA als mRNA
vorhanden, was dafir spricht, dass wieder mehr Replikation stattfindet. Allerdings ist
anteilsmaRig trotzdem mehr genomische RNA in beiden Co-Kulturen als in der reinen Kultur
des olfaktorischen Epithes nachzuweisen, sodass auch eine Replikation leichter abzulaufen
scheint.

Die Ergebnisse aus der reinen Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels stehen im
Gegensatz zu den Daten aus den Infektionsversuchen in vivo (4.2.4.2). Wa&hrend zum
Untersuchungszeitpunkt 4 dpi noch keine genomische virale RNA im olfaktorischen Epithel
der Ratte nachweisbar war, war in allen untersuchten Kulturansatzen konstant genomische
RNA vorhanden. Hinsichtlich der BDV-N mRNA konnte im olfaktorischen Epithel der Ratte
eine leichte durchschnittliche Erhéhung von 4 dpi zu 7 dpi beobachtet werden, wohingegen
in der Dissoziationskultur eine leichte Reduktion der mRNA auffiel. Zum
Untersuchungszeitpunkt 7 dpi konnte geringfligig mehr mRNA als virale genomische RNA im
olfaktorischen Epithel in vivo nachgeweisen werden, wohingegen in vitro ein umgekehrtes
Verhaltnis detekiert wurde. Es ist nicht auszuschlieflen, dass diese Diskrepanzen durch die

stetige Abnahme der olfaktorischen Neurone in der Kultur bedingt sind. Denkbar ist, dass
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sich mit der Anderung der zelluldren Zusammensetzung auch die Effizienz der
Virusausbreitung &ndert. In den OECs des olfaktorischen Epithel der Ratte war genomische
virale RNA erstmalig 7 dpi und mRNA erst 14 dpi nachweisbar. Dies war in der Kultur der
OECs bereits zu dem frihen Untersuchungszeitpunkt 4 dpi moglich. Es ist davon
auszugehen, dass diese Zellen aufgrund ihrer Lage unterhalb des olfaktorischen Epithels in
vivo nicht direkt mit dem Virus in Kontakt kommen kénnen, weshalb sie in der Rattennase
erst viel spater Hinweise auf die BDV-Infektion zeigen. Um speziesspezifische
Besonderheiten auszuschlie3en, die einen Einfluss auf Replikation und Transkription haben
kénnten, soll in kommenden Versuchen mit olfaktorischen Hillzellen der adulten Ratte
gearbeitet werden.

Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse unterstreichen die Rolle der OECs wéahrend
einer BDV-Infektion, die in vitro eindeutig den Prozess der Transkription férdern und damit
eine Schaltstelle sein kénnen, die fur eine erfolgreiche Ausbreitung in das Gehirn nétig ist.
Auch in vivo scheinen diese Zellen wichtig fur die Ausbreitung des humanen Herpesvirus 6
ins Gehirn zu sein (HARBERTS et al., 2011). Dies konnte auch in der vorliegenden Studie
fur BDV bestétigt werden, da gleichzeitig mit dem Nachweis von BDV-N in diesen Zellen in
vivo auch erstmalig virales Antigen im Gehirn nach der intranasalen Infektion nachzuweisen
war (3.2.4). Initial reichte daher die Infektion einiger wenigen Zellen des olfaktorischen
Epithels aus, um eine erfolgreiche Ausbreitung des Virus in das Gehirn zu erméglichen. Es
konnte gezeigt werden, dass die olfaktorischen Hillzellen einen grolen Teil zu der
erfolgreichen Ausbreitung beitragen. Um auszuschlie3en, dass die Diskrepanzen zwischen
den Ergebnissen der Untersuchungen in vivo und in vitro alleine durch die Nachweismethode
bedingt sind, empfiehlt es sich, ebenfalls eine quantitative real time RT-PCR des
olfaktorischen Epithels BDV-infizierter Ratten durchzufiihren. In weiteren Untersuchungen
sollen nun speziesadaptierte oder universelle Primer-Sonden-Kombinationen genutzt
werden. Durch die Verwendung von OECs aus adulten Ratten kann der Einfluss der Spezies
auf die Untersuchungsergebnisse minimiert werden. So kann die Rolle der OECs bei der
Virusvermehrung und damit erfolgreichen Ausbreitung in das Gehirn weiter aufgeklart

werden sowie die Rolle der anderen viralen Proteine eingehend untersucht werden.

5.6 SCHLUSSBETRACHTUNG

Ein Ziel dieser Arbeit war die morphologische Charakterisierung des olfaktorischen Epithels
des Pferdes und der Vergleich mit dem der Ratte. Hinsichtlich Struktur und zelluldren
Bestandteilen dhnelte das olfaktorische Epithel des Pferdes stark dem anderer Spezies wie
Ratte und Hund. Unterschiede waren vor allem im detaillierten Vergleich der Typen des
olfaktorischen Epithels zu finden, die jedoch bislang nur fir den Hund (BOCK et al., 2009)
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und nicht fir Nagetiere beschrieben wurden. Bezogen auf die Verteilung des olfaktorischen
Epithels innerhalb der Pferdenase fand sich eine signifikante Abnahme des Epithels in
rostraler Richtung. Der grof3te Anteil des olfaktorischen Epithels war auf den Nasenmuscheln
zu finden und nur ausnahmsweise auch auf dem Nasenseptum oder in der epithelialen
Auskleidung der kndéchernen Begrenzung der Nasenhdhle. Hinsichtlich des
Expressionsprofils lag eine Ubereinstimmung der meisten gangigen Marker zur Darstellung
der neuronalen Komponenten des olfaktorischen Epithels und deren Vorlduferzellen fir
Ratte und Pferd vor Aufgedeckte Unterschiede sind mdglicherweise durch das Alter der
Tiere, die Gewebeaufabeitung oder durch den Marker selbst bedingt. Zur abschlieRenden
Klarung sind weiterfiihrende Untersuchungen, wie beispielsweise weitere Untersuchungen
zur Proteinexpression, notwendig.

Daneben war es Ziel dieser Arbeit, die initiale Phase der Infektion mit dem BDV zu
untersuchen, da diese bislang nur unzureichend charakterisiert war. Insgesamt sprach der
Nachweis von BDV-N, korrespondierender mRNA und genomischer RNA daflr, dass eine
initiale Virusvermehrung mit erfolgreicher Transkription, Replikation sowie Translation bereits
im olfaktorischen Epithel stattfindet, wobei BDV-N in allen untersuchten Zellen, BDV-RNA
jedoch nur in adulten und juvenilen Neuronen sowie in den Nervenfasern und in den
olfaktorischen Hullzellen detektierbar war. AuRerdem konnte eine signifikante Zunahme der
positiven Zellen im olfaktorischen Epithel nachgewiesen werden, bevor der Virusnachweis im
Gehirn gelang, was ebenfalls die Vermutung unterstiitzt, dass sich BDV im olfaktorischen
Epithel vemehrt. Die initiale Infektion von einigen wenigen Zellen reichte demnach aus, um
eine erfolgreiche Virusausbreitung ins Gehirn sicher zu stellen.

Weiterhin sollten im Rahmen der Untersuchung der initialen Phase der BDV-Infektion In-
vitro-Modelle entwickelt werden, die sich als Ersatzmethoden zum Tierversuch eignen.
Insbesondere die Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels der adulten Ratte erwies
sich aufgrund Ubereinstimmender Ergebnisse der Versuche in vitro und in vivo als geeignet
hierfir. In beiden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass auch nicht-neuronale Zellen
positiv fir BDV-N sind und dass eine stetige Zunahme positiver Zellen im Laufe der Zeit
gesehen werden konnte.

Um die Rolle der olfaktorischen Hillzelen wahrend der initialen Phase der BDV-Infektion zu
untersuchen, wurde eine Co-Kultivierung der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels
mit OECs durchgefiihrt. Es wurde nachgewiesen, dass dieser Zelltyp in vitro die
Transkription des BDV forderte. Zusammen mit dem Nachweis von BDV-N in diesen Zellen
in vivo zeitgleich mit dem Nachweis von BDV-N im Gehirn spricht dies fiir eine wichtige
Funktion zur effizienten Infektionsausbreitung.

Weitere Studien hinsichtlich der Proteinexpression des olfaktorischen Epithels und der

Vergleich der Tierarten kénnen zuséatzliche wichtige Hinweise auf die Funktionsweise liefern
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und helfen, mdgliche Rezeptoren fur BDV zu identifizieren. Nur mit diesen umfassenden
Kenntnissen lassen sich gezielt antivirale Interventions- und ProphylaxemalRnahmen
entwickeln. Die Weiterentwicklug der Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels der
Ratte sowie die Etablierung einer Kultur der OECs aus adulten Ratten ist anzustreben, um

die initiale Phase der BDV-Infektion noch eingehender untersuchen zu kénnen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY

6.1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle des olfaktorischen Epithels in der initialen Phase der Infektion mit dem
neurotropen Borna disease virus

Alexandra Kupke

1. Ein Ziel dieser Arbeit war die detaillierte morphologische Charakterisierung des
olfaktorischen Epithels (OE) des Pferdes, einem der Haupt- bzw. Fehlwirte des klassischen
Virus der Bornaschen Krankheit (BDV), und der Vergleich mit dem olfaktorischen Epithel der
Ratte, einem seit langem etablierten Tiermodell zur Untersuchung dieser neurotropen
Virusinfektion. Durch die Untersuchung der Zytoarchitektur und der Proteinexpression auf
zellularer Ebene sollten speziesspezifische Unterschiede und Gemeinsamkeiten aufgedeckt
werden, um zu bestimmen, ob gleichartige Infektionswege Uber dieses Epithel vorliegen
kénnen. Die initiale Phase der BDV-Infektion war bislang nur unzureichend charakterisiert.
Bei welchen Zellen des olfaktorischen Epithels es sich um die priméren Zielzellen des Virus
handelt und ob eine Virusvermehrung im Epithel fir eine erfolgreiche Ausbreitung ins ZNS
notwendig ist, war bisher unbekannt und war daher ein Teil der Fragestellung dieser Arbeit.
Dartber hinaus sollten /In-vitro-Modelle fir die BDV-Infektion entwickelt und auf ihre Eignung

als Ersatz fir einen Tierversuch im Sinne des 3R-Prinzips getestet werden.

2. Um das olfaktorische Epithel des Pferdes morphologisch zu charakterisieren, wurden die
Nasen von 5 Pferden vollstandig histologisch aufgearbeitet. Das OE fand sich vornehmlich
auf den drei Nasenmuscheln, wobei eine deutliche Reduktion in rostraler Richtung zu
erkennen war.

Wie bei Bock et al. (BOCK et al., 2009) fir den Hund beschrieben, konnten auch beim Pferd
zwei Typen des OEs gefunden werden, die dhnliche morphologische Kriterien aufwiesen.
Wahrend bei Bock et al. im Typ A vorwiegend reife und im Typ B unreife Neurone
dominierten, konnte diese Beobachtung flr das Pferd nicht im selben Ausmal} bestatigt
werden. Trotzdem war eine gute Unterscheidung der Epitheltypen beim Pferd méglich. Fir
das gesamte OE wurde eine Abnahme in rostraler Richtung beobachtet, die allerdings fir
den Typ A stérker ausgepragt war, sodass ab Scheibe C der untersuchten Nasen der Typ B
dominierte.

Bei der immunhistologischen Untersuchung des OEs wurde fiir die adulten olfaktorischen
Neurone der Marker OMP (Olfactory marker protein) und flir die juvenilen Neurone der

Marker DCX (Doublecortin) verwendet. Die proliferierenden Basalzellen wurden aufgrund
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ihrer Expression von PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) und die horizontalen
Basalzellen durch ihre TrkA-Expression (Tyrosinkinase-Rezeptor-A) identifiziert. Mittels
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman wurde ermittelt, dass die Marker OMP und DCX
in mehr Zellen des olfaktorischen Epithels Typ A exprimiert wurden als in Typ B. Ein
umgekehrtes Bild zeigte sich fir die Marker PCNA und TrkA. Folglich wurden im Epithel Typ
B vermehrt Proteine der Vorlduferzellen exprimiert, was zur Beobachtung von Bock et al.
passt, dass der Typ A das reife und der Typ B das unreife olfaktorische Epithel reprasentiert.
Insgesamt konnten bei der spezieslibergreifenden Betrachtung vergleichbare Ergebnisse fur
Pferd und Ratte ermittelt werden. Ob die aufgedeckten kleineren Diskrepanzen in der
Nachweisbarkeit einiger Marker durch das Alter der untersuchten Tiere oder durch
methodische Unterschiede verursacht wurden, sollte durch weiterfihrende Untersuchungen

geklart werden.

3. Um die Initialphase der BDV-Infektion zu untersuchen, wurden Lewis-Ratten intranasal mit
dem BDV infiziert und Uber einen Zeitraum von bis zu 21 Tagen p.i. beobachtet. Die Nasen
und Gehirne wurden zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen 3 hpi und 21 dpi
histopathologisch untersucht. Keines der Tiere zeigte im Beobachtungszeitraum klinische
Symptome und auch in der histopathologischen Untersuchung fanden sich keine
entzindlichen Verdnderungen in der Nase oder dem ZNS.

Immunhistologisch war das BDV-N erstmalig 4 dpi in adulten olfaktorischen Neuronen in 2
von 5 Ratten nachweisbar. Uber den gesamten Zeitraum bis 21 dpi nahm die Anzahl der
positiven Zellen signifikant zu, was mittels des exakten Kruskal-Wallis-Tests bestatigt wurde.
Aulerdem konnte mit dem Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman gezeigt werden, dass
ein deutlicher Zusammenhang zwischen Zeit nach der Infektion und der Zahl positiver Zellen
zu finden war und dass es sich bei der Zunahme um einen monotonen Trend handelte. Der
Nachweis von BDV-N gelang in allen untersuchten Zellen, darunter adulte und juvenile
olfaktorische Neurone, horizontale und proliferierende Basalzellen, Stiitzzellen, olfaktorische
Hillzellen sowie in den Nervenfasern unterhalb des olfaktorischen Epithels. BDV-N war
erstmals 14 dpi im ZNS nachweisbar, gleichzeitig war es auch erstmals in den olfaktorischen
Hullzellen zu finden.

Ergdnzend wurde fir die Rattennasen zu allen Untersuchungszeitpunkten eine In-situ-
Hybridisierung zum Nachweis von viraler genomischer und BDV-N mRNA durchgefihrt.
Genomische virale RNA was erstmals 7 dpi in adulten und juvenilen olfaktorischen Neuronen
detektierbar. Bei einer Ratte gelang der Nachweis auch in den Nervenfasern und den
olfaktorischen Hullzellen. Die Zahl der positiven Zellen, darunter adulte und juvenile Neurone
sowie olfaktorische Hiillzellen, und der Nervenfasern nahm bis 21 dpi stetig zu. Die

korrespondierende mRNA war hingegen bereits 4 dpi in adulten Neuronen zu finden. In
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juvenilen Neuronen, in olfaktorischen Hiillzellen und in Nervenfasern war BDV-N mRNA erst
14 dpi nachweisbar. Bis zum Untersuchungszeitpunkt 21 dpi konnte eine Zunahme der
positiven Zellen und der Nervenfasern beobachtet werden. Fir beide viralen RNAs konnte
mittels des exakten Kruskal-Wallis-Tests gezeigt werden, dass die Zunahme positiver Zellen
im Laufe der Zeit signifikant war. Mittels Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman wurde
gezeigt, dass ein deutlicher Zusammenhang zwischen Zeit nach der Infektion und der Anzahl
positiver Zellen bestand und dass die Zunahme der Zellen einem monotonen Trend folgte.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse der Immunhistologie und der /n-situ-Hybridisierung
dafir, dass bereits eine initiale Virusvermehrung im olfaktorischen Epithel stattfindet, wobei
zuerst die virale Transkription dominiert bevor auch die Virusreplikation anlauft. Auffallend
war hierbei, dass BDV-N in allen untersuchten Zellen und in den Nervenfasern zu finden war,
wéhrend die virale genomische RNA und die BDV-N mRNA nur in den adulten und juvenilen

Neuronen sowie in den OECs und in den Nervenfasern vorkam.

4. Zum Studium der initialen Phase der BDV-Infektion in vitro wurde eine Dissoziationskultur
des olfaktorischen Epithels der Ratte etabliert. Der Anteil der olfaktorischen Neurone lag
dabei zwischen rund 33 % nach 4 Stunden und 6 % nach 7 Tagen in Kultur, sodass eine
stetige Reduktion dieses Zelltyps beobachtet wurde. Nach BDV-Infektion wurde eine
deutliche und stetige Virusausbreitung Uber die Zeit festgestellt. Waren 4 dpi erst
durchschnittlich 11 % der Zellen infiziert, so lag dieser Anteil 14 dpi bei 29 %. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass nicht nur Zellen neuronalen Ursprungs in der Kultur
infiziert werden, was auch morphologisch bestatigt werden konnte.

Die organotypische Gewebekultur des olfaktorischen Epithels lieferte nach BDV-Infektion
keine zuverladssigen Ergebnisse. Zwar konnte generell eine erfolgreiche Infektion erstmals 4
dpi nachgewiesen werden, allerdings war dies nur unregelméagig der Fall, sodass sich dieses
Kultursystem nicht ohne weitere Modifikationen als Ersatz zum Tierversuch eignet.

Durch die Co-Kultivierung von olfaktorischen Hullzellen mit der Dissoziationskultur des
olfaktorischen Epithels konnte gezeigt werden, dass die OECs in vitro die Transkription des
BDV férdern. Dies wurde mittels quantitativer real time RT-PCR durch den Vergleich des
Gehalts genomischer viraler RNA zu BDV-N mRNA nach 4 und 7 dpi belegt. Wahrend in der
reinen Kultur des olfaktorischen Epithels stets mehr genomische virale RNA als BDV-N
MRNA nachzuweisen war, waren sowohl in beiden untersuchten Mischungsverhéltnissen als
auch in der reinen Kultur der OECs die Verhéltnisse deutlich zugunsten der viralen mRNA

verschoben.

5. In der vorliegenden Arbeit wurde zusammenfassend gezeigt, dass das olfaktorische

Epithel des Pferdes hinsichtlich morphologischer Struktur, zellularer Bestandteile und
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Expressionsprofil der zellularen Marker sehr dem anderer Spezies wie Ratte und Pferd
dhnelte, wobei speziesspezifische Unterschiede vor allem beim detaillierten Vergleich der
verschiedenen Typen, wie sie von Bock ef al. fir den Hund beschrieben worden waren,
auffielen. Insgesamt konnte eine signifikante Abnahme des olfaktorischen Epithels, welches
in erster Linie auf den Nasenmuscheln lokalisiert war, in rostraler Richtung beobachtet
werden. Durch die Infektionsversuche in vivo lie sich nachweisen, dass eine initiale
Virusvermehrung mit erfolgreicher Replikation, Transkription und Translation stattfand. BDV-
N war dabei in allen untersuchten Zellen, virale genomische und mRNA jedoch nur in den
juvenilen und adulten Neuronen sowie in den Nervenfasern und olfaktorischen Hullzellen
nachzuweisen. Die kann auf eine vermehrte Translation in den Stltzzellen und in beiden
Typen der Basalzellen hinweisen oder durch die Aufnahme viraler Proteine in diese Zellen
sein. Der gleichzeitige Nachweis von BDV-N in den olfaktorischen Hullzellen und im Gehirn
deutet auf eine wichtige Rolle dieses Zelltyps wahrend der Virusausbreitung ins ZNS hin. In
vitro konnte ebenfalls gezeigt werden, dass nicht nur adulte olfaktorischen Neurone, sondern
auch andere Zellen des olfaktorischen Epithels infizierbar sind. Durch die Co-Kultivierung mit
zusatzlichen olfaktorischen Hiillzellen lie3 sich nachweisen, dass diese Zellen in vitro die
Transkription des BDV férdern, sodass dieser Zelltyp eine wichtige Rolle fir eine erfolgreiche
Virusausbreitung in das Gehirn einzunehmen scheint. In dieser Arbeit konnte die Bedeutung
des olfaktorischen Epithels wahrend der initialen Phase der BDV-Infektion verdeutlicht
werden. Nur mittels fundierter Kenntisse der Zytoarchitektur und des zelluldren
Expressionsprofils lassen sich zukiinftig die zu untersuchenden molekularen Mechanismen

und die Pathogenese der Infektion mit neurotropen Viren detailliert aufklaren.

6.2 SUMMARY

The role of the olfactory epithelium during the initial phase of the infection with the
neurotropic Borna disease virus

Alexandra Kupke

1. One main goal of the present study was the detailed morphologic characterization of the
olfactory epithelium (OE) of horses, one of the dead-end hosts of the classical Borna disease
virus (BDV), and the comparison with the olfactory epithelium of rats, a well-established
model for the neurotropic BDV infection. To determine if similar olfactory pathways could be
used as a way of viral entry in these species, the epithelium was examined for its
cytoarchitecture and protein expression on a cellular level with special emphasis on species-
specific similarities and differences. To date, the initial phase of the BDV infection has been

characterized inadequately. The primary olfactory target cells for BDV were largely unknown
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as well as the question whether an initial virus replication in the OE is necessary for
successful spreading to the CNS. Therefore, these questions were adressed in the present
thesis. Another aim was to establish in vitro models for BDV infection in order to replace

animal experiments according to the 3R principle.

2. To characterize the equine OE morphologically, the nose of 5 horses was completely
processed for histology. The OE was mainly found on the nasal turbinates and a clear
reduction towards the rostral areas of the nose was observed.

As described for the canine OE by Bock et al. (BOCK et al., 2009), two types of the OE were
also found in the equine OE with comparable morphological details. While in Bock et al. the
epthelium type A contained predominantly mature olfactory receptor neurons, in type B the
juvenile neurons prevailed. This observation could not be confirmed to the same extent for
the equine OE in the present study. Nevertheless, both types of OE were also confirmed for
the equine olfactory epithelium. As the amount of the OE decreased in rostral direction, this
was especially seen for the epithelium type A, resulting in a higher prevalence of type B from
nasal section C onwards. By immunohistochemistry mature olfactory neurons were stained
by expression of Olfactory marker protein (OMP). Doublecortin (DCX) was used for
identification of juvenile neurons whereas the proliferating basal cells were stained with
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and the horizontal basal cells with TrkA (tyrosine-
kinase receptor A). By spearman's rank correlation it was determined that more cells of the
OE type A expressed OMP and DCX than cells of type B. For PCNA and TrkA a reverse
expression pattern was found, thus, more cells expressed markers specific for precursor
cells in epithelium type B.

Taken together, the expression profile of the equine olfactory epithelium was quite
comparable to rat OE. Whether the observed variability in the detectability of some markers
was due to age of the horses used in the study or were caused by different methodological

approaches remains to be clarified in further studies.

3. To investigate the initial phase of the BDV infection, Lewis rats were infected intranasally
with BDV and were monitored up to 21 dpi. The noses and brain of the infected animals were
examined at different time points between 3 hpi and 21 dpi. None of the rats developed
clinical symptoms and neither in the nose nor in the CNS signs of inflammation were
detected histologically.

The BDV nucleoprotein (BDV-N) was found for the first time 4 dpi in mature olfactory
neurons in 2 of 5 rats by immunohistochemistry. A significant increase of positive cells was
observed over the whole investigation period, confirmed by the means of an exact Kruskal-

Wallis test. Moreover, the spearman's rank correlation showed a clear correlation between
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time post infection and number of positive cells and that the increase of cells over time
represented a monotonous trend. The detection of BDV-N was successful in all cells
examined, amongst them mature and immature olfactory neurons, horizontal and
proliferating basal cells, sustentacular cells, olfactory ensheathing cells and nerve fibers
underneath the olfactory epithelium. In the CNS, BDV-N was present from 14 dpi on,
correlating with the first detection in OECs.

Additionally, in situ hybridization of the nasal tissue was performed to detect genomic viral
RNA and BDV-N mRNA. Genomic viral RNA was first detected 7 dpi in adult and juvenile
olfactory neurons. In one rat this was also possible for the nerve fibers and OECs. The
number of positive cells and structures, including mature and immature olfactory neurons,
nerve fibers and olfactory ensheathing cells, clearly increased until 21 dpi. However, the
corresponding mRNA was already present 4 dpi in mature olfactory neurons. In juvenile
neurons, OECs and in nerve fibers BDV-N mRNA was found from 14 dpi on. Until 21 dpi an
increase of positive cells and nerve fibers was observed. For both types of mRNA, the
increase of positive cells over time was significant using the exact Kruskal-Wallis test. By the
spearman's rank correlation a strong correlation of time post infection and number of positive
cells was confirmed and that the increase of positive cells represented a monotonous trend.
In summary, the results of immunohistochemistry and in situ hybridization point to the
conclusion that an initial viral propagation took place in the olfactory epithelium in which the
transcription dominates before the viral replication becomes more important. Conspicuously,
BDV-N was found in all cells examined and in the nerve fibers, while viral genomic RNA and
BDV-N mRNA was only present in adult and juvenile neurons as well as in OECs and nerve

fibers.

4. In order to study the initial phase of the BDV infection in vitro, a primary cell culture of the
rat olfactory epithelium was established. The percentage of the olfactory neurons was 33 %
after 4 hours in culture, decreasing continuously to 6 % after 7 days in culture. After BDV
infection viral spread was observed over time with about 11 % of infected cells at 4 dpi. This
amount increased up to 29 % at 14 dpi. These results suggest that not only cells of neuronal
origin were infected, which could be approved morphologically by immunofluorescence.

The organotypic tissue culture as used in the current study was not suitable to reproduce
satisfactory results after BDV infection. An infection was detectable from 4 dpi on only in
some cultured tissues. Consequently this culture system has to be further optimized before it
might be used as a replacement method according to the 3R principle.

By the means of co-culturing the culture of the olfactory epithelium with additional olfactory
ensheathing cells, it was shown that the OECs were able to promote viral transcription in

vitro very sufficiently. In detail, the amount of genomic viral RNA was compared to BDV-N
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mRNA by quantitative real time RT-PCR at 4 and 7 dpi. While in the cell culture of the
olfactory epithelium the amount of genomic viral RNA than mRNA content, more mRNA was
constantly found in the cell culture of the OECs as well as in both mixed co-cultures

containing 3:1 or 1:1 cells of the olfactory epithelium and OECs, respectively.

5. In summary, in the present study it was demonstrated that the equine olfactory epithelium
closely resembles those of other species like rodents and dogs regarding morphological
structure, cellular components and expression profile of several cellular markers. Species-
specific disparities were observed for the detailed comparison of the two distinct types of the
olfactory epithelium described by Bock et al. (BOCK et al., 2009) for the dog. In general, a
significant decrease of the amount of the OE, which was mainly located on the nasal
turbinates, was detected in rostral direction. By in vivo experiments an initial viral
proliferation, including replication, transcription and translation was confirmed in the olfactory
epithelium. While BDV-N was detected in all cellular components examined, genomic viral
RNA and BDV-N mRNA were only found in mature and immature olfactory neurons, OECs
and nerve fibers. This may be due to an enhanced translation in the sustentacular cells and
in both types of basal cells in comparison to transcription and replication or due to an uptake
of viral proteins. Simultaneously, BDV-N was present in the OECs and the brain at the same
time, underscoring the importance of these cells for an efficient viral propagation.
Furthermore it was confirmed in vitro that not only mature olfactory neurons but also other
cell types of the OE were infected with BDV. By the means of a co-culture containing cells of
the OE and a culture of the OECs it was demonstrated that the OECs promote viral
transcription in vitro substaniating the role of this cell type for successful viral spread into the
brain. In this work the role of the olfactory epithelium during the initial phase of the BDV
infection was highlighted and confirmed. Knowledge of the cellular architecture and the
cellular expression profile represents an essential prerequisite to investigate the molecular

mechanisms and pathogenesis of the intranasal infection with neurotropic viruses.
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8. ANHANG

8.1 LOSUNGEN UND PUFFER

8.1.1 Histologie

EDTA-L6sung
100 g EDTA (Ethylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat)

50 ml 4 M NaOH

11 Aqua dest.

EDTA mit ca. 600 ml Aqua dest. aufschwemmen und 50 ml 4 M NaHO dazu geben. Auf Magnetrihrer
I6sen. Den pH-Wert mit 4 M NaOH auf 7,4 einstellen, auf 1 | mit Aqua dest. auffillen.

Klotzsche Lésung

900 ml Wasser

0,5 g NaCl

0,9 g Natriumhydrogencarbonat
1,0 g Chloralhydrat,

1,1 g Natriumsulfat

100 ml Formalin 37 %

8.1.2 Immunhistologie und Immunfluoreszenz

Tris-buffered saline (TBS), pH 7.6

Stammldsung (10x):

60,57 g Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

610 ml Aqua dest.

390 ml 1 N HCI

Einstellen des pH-Wertes mit 1 N HCI auf 7,6.
Gebrauchsldsung:

100 ml Stammlésung

900 ml NaCl 0,8% in Aqua dest.

Einstellen des pH-Wertes mit 1 N HCl oder 1 N NaOH auf 7,6.

Imidazol/HCI-Puffer 0,1 M (pH 7,1)

6,81 g Imidazol

1000 ml Aqua dest.

500 ml 0,1 M HCI

Den pH-Wert mit 0,1 N HCI auf 7,1 einstellen.

3,3"-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Dihydrat-L6sung (DAB)

100 mg DAB

200 ml 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1)

Mit Magnetrihrer mischen und mit Filterpapier (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) filtrieren.

Unmittelbar vor Gebrauch 70 ul 30%iges H202 zugeben.

Zitratpuffer (10 mM, pH 6,0 und 4,0)

Stammldsung A:

0,1 M Zitronensaure (21,01 g CeHgO7, in 1000 ml Aqua dest.)
Stammldsung B:

0,1 M Natriumzitrat (29,41 g CeHsNa3O7 x H20, in 1000 ml Aqua dest.)

9 ml Stammlésung A mit 41 ml Stammlésung B mischen.

450 ml Aqua dest. zugeben und mit 0,1 N HCI auf pH 4,0 oder 6,0 einstellen.

Kardasewitsch
200 ml 25 % Ammoniaklésung
800 ml 70 % Ethanol
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Papanicolaous Gebrauchslésung
Papanicolaous Hamatoxylin 1b mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:10 verdiinnen und filtrieren.

4%iges Paraformaldehyd (PFA) in Zellkulturmedium, pH 7,35-7.4

10 g PFA

250 ml Zellkulturmedium (DMEM oder Neurobasal®-A Medium, Gibco)
Auf Magnetrihrer bei ca. 60-70 °C I6sen, nicht autoklavieren.

8.1.3 Sondenherstellung und In-situ-Hybridisierung

Alle Puffer und Lésungen werden, soweit nicht anders angegeben, autoklaviert. Bei Puffer 3 und 1x
PBS + 5 mM MgCl, werden die Grundlésungen autoklaviert und das MgCI2 wird steril filtriert kurz vor
Gebrauch hinzu gegeben.

0,2 MEDTA, pH 8,0
0,4 ml 0,5 M EDTA-L&sung (siehe unten)
0,6 ml Aqua bidest.

Aqua bidest.
Wie alle Lésungen autoklavieren.

Aqua bidest./DEPC

1 ml DEPC (Diethylpyrokarbonat)

1000 ml Aqua bidest.

Im Abzug Uber Nacht auf Magnetrihrer rihren lassen und autoklavieren.10x PBS / 1x PBS
(“phosphate buffered saline”)
Stammldsung, 10x konzentriert:

80,0 g NaCl

2,0 g Kaliumchlorid

14,4 g Natriumhydrogenphosphat

2,4 g Kaliumhydrogenphosphat

1000 ml Aqua bidest.

Gebrauchslésung, 1x konzentriert:

1:10 mit Aqua bidest. verdi nnen.
pH-Wert mit 1 N NaOH auf 7,4 einstellen.

4%iges Paraformaldehyd (PFA), pH 7,35-7.4

10 g PFA

250 ml PBS, pH 7,4

Auf Magnetrihrer bei ca. 60-70 °C I6sen, nicht autoklavieren.

1M Tris-HCI, pH 8,0

12,11 g Tris-HCI (MG: 121,14)

100 ml Aqua bidest.

Mit 1 N HCI pH-Wert auf 8,0 einstellen.

0.1 M CaCl,
1,47g CaCl, (MG: 147,02)
100 ml Aqua bidest.

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

NaCl

Fir Hybridisierungssalze : 5 M
29,22 g NaCl (MG: 58,44)

100 ml Aqua bidest.

Fir RNase-Behandlung: 3 M
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87,66 g NaCl (MG: 58,44)
500 ml Aqua bidest.

0,2 N HCI

50 ml 2 N HCI

450 ml Aqua bidest.
Nicht autoklavieren.

2 N HCI

41,40 ml 37% HCI
208,60 ml Aqua bidest.
Nicht autoklavieren.

5 N NaOH

20 g NaOH-Platzchen (MG: 40)
100 ml Aqua bidest.

Nicht autoklavieren.

0,5 M EDTA, pH 8,0

18,6 g EDTA (di-Natrium-EDTA-di-Hydrat, MG: 372,3)

60 ml Aqua bidest./DEPC

pH-Wert 8,0 mit 5 N NaOH einstellen, auf 100 ml auffi llen.

PIPES (0,5 M Piperazin-N,N bis[2-ethansulfatsdure])
Fur Hybridisierungssalze.

8,6575 g PIPES (MG: 346,3)

50 ml Aqua bidest.

20x SSC / 2x SSC / 0,2x SSC (,standard saline citrate®)

Stammldsung, 20x konzentriert:

175,3 g NaCl

88,2 g Natriumzitrat (tri-Natriumcitrat-di-Hydrat)

800 ml Aqua bidest.

pH-Wert 7,0 mit 1N HCI einstellen und auf 1000 ml auffi llen.

Gebrauchslésung 2x konzentriert (frisch und mit sterilem Aqua bidest. ansetzen):
50 ml Stamml&sung

ad. 500 ml Aqua bidest.

Gebrauchslésung 0,2x konzentriert (frisch und mit sterilem Aqua bidest. ansetzen)
2,5 ml Stammldsung

ad. 250 ml Aqua bidest.

Puffer 1, pH 7.5

12,11 g Tris (MG: 121,14)
8,77 g NaCl (MG: 58,44)
1000 ml Aqua bidest.

Puffer 2 (Blocking-L6sung)

1,2 ml steriles neutrales Schafserum
1,8 ml 10%iges Triton® X-100

ad. 60 ml Puffer 1.

Puffer 3, pH 9,5

3,633 g Tris (MG: 121,14)

1,752 g NaCl (MG: 58,44)

in 200 ml Aqua bidest. 16sen, pH-Wert mit 1 N HCI auf 9,5 einstellen.

Ad. 300 ml Aqua bidest., autoklavieren.

3,05 g MgCl, (MG: 203,3) abwiegen und mit ca. 10 ml des Puffers mischen und steril filtriert wieder zu
der Lésung hinzu geben.

Puffer 4, pH 8,0
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1,21 g Tris (MG: 121,14)
0,37 g EDTA (MG: 372,3)
1000 ml Aqua bidest.

1x PBS + 5 mM MqgCl,

10 ml 10x PBS

0,5 ml 1 M MgCl,

ad 100 ml Aqua bidest.

Nicht autoklavieren, MgCly, steril filtriert hinzu geben.

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

5 ml 0,5 M EDTA-Na;

500 ml Aqua bidest.

0.2 % Glycin in 1x PBS
1 g Glycin
500 ml 1x PBS, pH 7,4

50x Denhardts

5 g Ficoll

5 g Polyvinylpyrolidone

5 g BSA (bovines Serumalbumin)
500 ml Aqua bidest.

Aliquotieren und bei -20° C lagern.

20x Hybridisierungssalze

10 ml 0,5 M EDTA-Na,, pH 8,0
10 ml 0,5 M PIPES, pH 7,0

30 ml 5 M NaCl

Dextransulfat

250 mg Dextransulfat

400 pl Aqua bidest./DEPC

Frisch ansetzen und im Wasserbad bei ca. 96 °C I6sen.

ssDNA (Heringssperma-DNA)
In Originalpackung mit Puffer 4 (pH 8) in der Konzentration 10 mg/ml I1&sen.

RNA (Ribonukleinsére)
In Originalpackung mit Aqua bidest./DEPC in der Konzentration 10 mg/ml I16sen.

Prahybridisierungspuffer (PHB-Mix)

450 ml 20x SSC

675 ml 100% Formamid, deionisiert

150 ml 50 x Denhardts

210 ml Aqua bidest./DEPC

Ergibt 30 Aliquots zu je 49,5 ml, Lagerung bei -20 °C.

Pro Aliquot frisch zugeben:

0,5 ml ssDNA (5 min im Wasserbad auf 95 °C erhitzen, danach auf Eis lagern)
1,25 ml RNA

Hybridisierungspuffer (HB-Mix)

16 ml 100 % Formamid, deionisiert

8 ml 20x Hybridisierungssalze

3,2 ml 50x Denhardts

10 mg Heparin320 pl 10%iges Triton® X-100
Ergibt 40 Aliquots zu je 696 pl, bei -20° C lagern.
Pro Aliquot frisch zugeben:

18 ul RNA
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20 pl ssDNA
80 pl geldstes Dextransulfat
RNA-Sonde gemaf jeweiligem Protokoll

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)

Stammldsung (75 mg/ml)

1gNBT

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

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

10 ml 100%iges DMF

Nicht autoklavieren.

Farbreaktionslésung

Unter Lichtschutz frisch ansetzen.
225 ul NBT

175 pl X-Phosphat

12 mg Levamisol

50 ml Puffer 3

Proteinase K-Gebrauchslésung

1ml 1M Tris, pH 8,0

1ml 0,1 M CaCl,

ad 60ml Aqua bidest./DEPC

Bei 37 °C im Wasserbad zusammen vorinkubieren.

3 pl Proteinase K (Stocklésung 20 mg/ml) kurz vor Gebrauch dazugeben. Entspricht 1 ug pro mi
Gebrauchslésung.

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

745 mg TEA

ad 50 ml Aqua bidest./DEPC

pH-Wert 7,5 mit 1-2 N HCI einstellen

125 pl Aca kurz vor Gebrauch zugeben und auf Magnetriihrer gut riihren lassen.

6x SSC + 45 % Formamid

36 ml 20x SSC

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

RNase-Lésung
20 ml 3 M NaCl

1,2 ml 1 M Tris, pH 8,0

240 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0

ad 120 ml Aqua bidest.

Zusammen bei 37 °C im Wasserbad vorinkubieren.

15 yl RNAse A und 10 pl RNAse T kurz vor Gebrauch zugeben.

DIG-Antikdrper-L6ésung

31 uINSS

94 ul 10%iges Triton® X-100

3 ml Puffer 1

Bei 37 °C im Wasserbad vorinkubieren.
15 pl Anti-DIG-Antikdrper (1:200)
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8.2 BEZUGSQUELLEN

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage
Standarddiat Ratte/Maus Zucht (1310)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Omnifix®-F Feindosierspritze (9161406V)
Sterican® Mix, stumpfe Kanile ohne Anschliff, 21 G (9180109)

BDK Luft-und Reinraumtechnik GmbH; jetzt Weiss Pharmatechnik GmbH, Sonnenbiihl-Genkingen
Laminar Flow Sicherheitswerkbank (BDK-SK1500)

Biomed Labordiagnostik GmbH, Oberschleiheim
Thermocycler 60

Biotrend Chemikalien GmbH, KéIn
Kaninchen anti-Tyrosine Hydroxylase (TZ1010-0050)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Multicycler® PTC 200
GelBond® (863746)

BRAND GmbH + Co. KG, Wertheim
Parafilm® M Verschlussfolie (701605)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ammoniaklésung 225%, reinst (5460.1)

Calciumchlorid Dihydrat 299 %, Ph.Eur., USP (T885.2)
Chloralhydrat 299,5 %, Ph.Eur., BP, USP (K318.2)

Chloroform 299 %, DAB, BP, reinst (6340.2)

Citronensdure 299,5%, p.a., ACS, wasserfrei (X863.2)

DAPI (4‘,6-diamino-2-phenylindole; 6335.1)

Deckglaser 20x20 mm (H873.2)

Deckglaser 24x32 mm (H877.2)

Diethylpyrocarbonat (DEPC; K028.2)

Dimethylformamid =99,5 %, zur Synthese (6251.1)

Ethanol vergallt 299,8%, mit ca. 1% MEK (K928.2)
Ethylendiamin-tetraessigsdure Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA; X986.3)
Formaldhehydlésung saurefrei 237%, fur die Histologie (P733.3)
Formamid 299,5 %, p.a. (6749.1)

Formamid deionisiert 299,5 %, BioScience-Grade, RNAse / DNAse-frei (P040.1)
Heparin Natriumsalz (7692.1)

Kaliumchlorid (KCI) 299 %, Ph.Eur., USP, BP (P017.2)
Kaliumdihydrogenphosphat 299 %, p.a., ACS (3904.1)
Magnesiumchlorid Hexahydrat 299 %, p.a., ACS (2189.2)
Methanol Rotipuran® 299,9%, p.a., ACS, ISO (Art. 4627.3)
Natriumchlorid (NaCl) 299%, Ph.Eur., USP (P029.3)
Natriumhydrogencarbonat 299 %, Ph.Eur., reinst (8551.1)
Natriumhydrogenphosphat 299 %, p.a., ACS, wasserfrei (P030.2)
Natriumhydroxid 299 %, p.a., ISO, in Platzchen (6771.1)
Natriumsulfat 299 % (8631.2)

Natriumtetraborat (8643.1)

Paraffin Roti®-Plast, fir die Histologie (6642.5)

Propanol 299,5%, zur Synthese (9866.3)

Proteinase K lyophilisiert, 230 mAnson U/mg (7528.4)

RNase away® (A998.1)

Rotilabo®-Spritzenfilter 22 ym, CME, steril (KH54.1)

Salzsédure (HCI) rauchend 37 % (2607.2)

Triethanolamin (6300.1)

Tris, Pufferan®=99,9%, p.a. (4855.2)
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Wasserstoffperoxid 30% Rotipuran® p.a., ISO, stabilisiert (8070.1)

Carl Zeiss West Germany, jetzt: Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
Stereomikroskop (4772992)

Covance, Princeton, NJ, USA
Neuronal Class lll beta-Tubulin (TUJ1) Rabbit Monoclonal Antibody, Purified (MRB-435P)

Dako A/S, Glostrup, Danemark

Dako Pen (S2002)

Kaninchen anti-Glial Fibrillar Acidic Protein (Z0334)

Maus anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen (M0879)
Maus anti-Vimentin (M0725)

Negative Control Rabbit Immunoglobulin Fraction (X0936)
Target Retrieval Solution Ready-to-Use (S1700)

EHRET Labor- und Pharmatechnik GmbH und Co.KG, Emmendingen; jetzt: ZOONLAB GmbH,

Castrop-Rauxel
Bio. A.S.® Kafig Typ Il (3010033)

Bio. A.S.® Filterdeckel Typ 111(5010907)

Deckel mit Fallbugelschloss erhéhte Ausfiihrung (fur Kafig Typ 1V; 40051)
Kéfig Typ IV (40000-PC)

Gitterdeckel (fur Kafig Typ Ill; 5023483)

EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA; jetzt Merck KGaA (Merck Millipore), Darmstadt
Amicon® Ultra Centrifugal Filter Devices (UFC503096)

Cell culture inserts, 30 mm (PICMORG50)

Maus anti-Neuronal Nuclei (NeuN) (MAB377)

Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge (5415C)
DNA LoBind® Tubes, 1,5 ml (30108051)

Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Primersynthese

Eurogentec, Seraing, Belgien
Synthese der 5-FAM-3*-TAMRA-markierte TagMan®-Sonden

Fermentas Life Sciences GmbH, St. Leon-Rot; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
dNTP Mix, 10 uM (R0192)
RiboLock™ RNase Inhibitor (E00382)

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu-Ulm; jetzt Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA
Acetanhydrid (320102)
Dextransulfat (31395)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Zellkulturschale Durchmesser 35 mm 627160

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz tiber CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe
Hamilton RN-Nadeln, 26 G, 5 mm, pst. 4 (Sonderanfertigung)
10 yl Microliter Spritze, Modell 701 RWSYR (7635-01)

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Zentrifuge Labofuge 400R

Invitrogen Corporation, Molecular Probes Camarillo, CA, USA; jetzt: Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA
Streptavidin HRPO Conugate (SA 1007)
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Maus anti-Neuron Specific Enolase (18-0196)

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA
Ratte anti-Maus IgG (H+L; 415-005-166)

Maus Peroxidase anti-Peroxidase (223-005-024)

Bovines Serumalbumin (IgG-frei, Protease-frei; 001-000-162)

Ziege IgG anti-Kaninchen IgG (H+L), Cy2 (111-225-003)

Ziege IgG anti-Maus IgG (H+L), Cy3 (115-165-151)

Jena Bioscience GmbH, Jena
Taq Pol, thermostabile DNA Polymerase (PCR-202L)

Labnet International Inc., Edison, NJ, USA
AccuBlock™ Mini-Compact Dry Bath (D0100-230V)
Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren

Filterpapier MN 615%4, Durchmesser 320 mm (531032)

Marabu GmbH & Co. KG, Tamm
MARABU Fixogum Montagekleber (4007751000743)

Merck KGaA (Merck Millipore), Darmstadt

Entellan® in Toluen (107960)

Natronlauge Titrisol® 1mol/l (1N; 1.09956.0001)

Papanicolaous Lésung 1b Hamatoxylinlosung S (1.09254.0500)
Salzsédure Titrisol® 1 mol/l (1N; 1.09970.0001)

Tri-Natriumcitrat (1.11037.1000)

Kaisers Glyceringelatine (109242)

Motic Deutschland GmbH, Wetzlar
Moticam 3 (1.100.600.100.621)

New Brunswick Scientific, Enfield, CT, USA: jetzt Eppendorf AG, Hamburg

Innova™ 2000 Platform Shaker (M1190-0002)

Nexttec GmbH, Leverkusen
nexttec™ clean columns (nexttec™ DNA isolation systems; 30.050)

Nikon GmbH, Disseldorf
Inverses Mikroskop Eclipse TS100
Eclipse 80i

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Donor Horse Serum (B15-023)

Goat Serum (B11-035)

Porcine Serum (B15-030)

Rat Serum (B11-037)

Fetal Calf Serum (A15-042)

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

QuantiTect® Reverse Transcription Kit (205313)
RNase-Free DNase Set (50; 79254)

RNeasy® Mini Kit (250; 74106)

Rotor-Gene® Probe PCR Kit (204374)
Rotor-Gene® Q (9001586)

R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Emmendingen
SuperFrost® Plus Objekttrager (03-0060)

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim
Anti-digoxigenin-AP FAb fragments, 150 U (1093274)
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DIG RNA Labeling Kit SP6/T7 (11175025910)
RNase A (1119915)

RNase T1 (10109193001)

T3 RNA Polymerase (11031163001)

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen

Tissue-Tek® O.C.T.™ Einbettmedium (4583)

Tissue-Tek® SCA™ Eindeckfilm (4770)

Tissue-Tek® TEC™ 5 ParaffinausgieRstation mit Ki hlplatte (5229)
Tissue-Tek® VIP™ 5 Jr. Gewebeeinbettungsautomat (5905)
Tissue-Tek® Coverslipper (4765)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Biosphere® Filter Tips 0.5 - 20 ul (701.116.210)
Biosphere® Filter Tips 2 - 100 pl (70.760.212)
Biosphere® Filter Tips 2 - 200 pl (70.760.211)
Biosphere® Filter Tips 1250 pl extra long (701.186.210)
Roéhre 13 ml 101x16,5 mm (60.540.014)

Réhre 15 ml 120x17mm (62.554.502)

Réhre 50 ml 114x28mm (62.547.254)

SafeSeal Reagiergefald 1,5 ml (72.706)

SafeSeal Reagiergefall 2 ml (72.695.500)
Zellkullturflasche 25 cm? Kulturflache (833.910.002)

Santa Cruz Biotechnolog, Inc., Santa Cruz, CA, USA
Ziege anti-Doublecortin (C-18; sc-8066)
Kaninchen anti-TrkA (763; sc-118)

SAV LP GmbH, Flintsbach a. Inn
Xylol reinst (XTR-10000-97-1)
Ethanol 96%, vergallt (ETO-10000-96-1)

Serva Electrophoresis GmbH, Frankfurt
Glycin, analytical grade (23390)
Triton® X-100 rein (37240)

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA

B-Mercaptoethanol (M6250)

Boric acid (B6768)

3,3"-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate=96% (DAB; D5637)
Deoxyribonucleic acid from herring sperm, single-stranded for hybridization (D7290)
Ficoll 400 (F4375)

Imidazole puriss. p.a., 299,5% (GC; 56750)
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT; N6639)

Levamisol (Tetramisole hydrochloride) (L9756)

Lithiumchlorid (LiCl, 8 M; L7026)

Paraformaldehyd (158127)

Piperazin-N,N’bis[2-ethansulfat-Saure] (PIPES; P3768)

Poly-L-lysine hydrobromide, mol wt 30,000-70,000 (P2636)
Poly-L-lysine hydrobromide, mol wt 70,000-150,000 (P1274)
Polyvinylpyrolidone (P5288)

Ribonucleic acid from calf liver, Type IV (R7250)

Sheep Serum (S2263)

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (X-Phosphat; B6777)

Susse Labortechnik GmbH & Co. KG, Gudensberg
Sisse Objekttrager (11238A)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA (friiher: Gibco®, Invitrogen™, Life Technologies™,
Carlsbad, CA, USA)
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Collagenase from Clostridium histolyticum (C0130)

Dispase Il (D4693)

Deoxyribonuclease Il from bovine spleen (D8764)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), high glucose, pyruvate (41966029)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), low glucose, pyruvate (31885023)
Neurobasal®-A (1x) Medium (10888022)

B-27® supplement (50x; custom; 6080085SA)

GlutaMAX™ supplement (35050061)

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/ml; 15140-122)

Gentamicin (50mg/ml; 15750-060)

Nanodrop 2000 Spektralphotometer

Farbeautomat Microm HMS 740

TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing (K4575-01)

TRIzol® Reagent (15596-026)

Thermo Scientific (Thermo Shandon Limited), Runcorn, UK; jetzt: Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Shandon Coverplate™ (72110017) cycler

Cassette Rack Assy (73310017)

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA

Avidin-Biotin-Komplex: Vectastain® ABC-Kit Peroxidase Standard (PK-4000)
Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L), biotinyliert (BA-1000)

Pferd anti-Ziege IgG (H+L), biotinyliert (BA-9500)

Pferd ani-Maus IgG (H+L), biotinyliert (BA-2000)

Wako Chemicals USA, Inc., Richmond, VA, USA
Ziege anti-Olfactory Marker Protein (544-10001-WAKO)

8.3 TABELLEN

8.3.1 Charakterisierung des olfaktorischen Epithel des Pferdes

Tab. 19: Daten zu den in die Auswertung eingeflossenen Pferde

Sektions- Rasse Alter Geschlecht Todesursache
nummer
S630/11 Warmblut 20 Wallach Euthanasie

(Anschoppung und Ruptur
des Colon ascendens)

S691/11 Warmblut 21 Wallach Euthanasie
(Spondylosen,
Knorpeldegeneration und
Quetschung Bandscheibe
im Bereich Hals- und
Brustwirbelsaule)

S1498/13 Kaltblut 3 Wallach Euthanasie (Phlegmone

und Myositis im ventralen

Halsbereich, transmurale
Thrombophlebitis)

S1612/13 Warmblut 5 Wallach Euthananasie (Fraktur
Tibia)
S$1492/13 Pony 10 Stute Eutnanasie

(Blutungsanéamie und
Hamaskos nach
Kolikoperation)
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Tab. 20: Prozentualer Anteil des olfaktorischen Epithels am gesamten Epithel in der
Pferdenase

Querschnitt Lokalisation Mittelwert SD Median
1 60 34,6 80
2 80 14,1 80
A 3 80 14,1 80
4 72 17,9 80
5 0 0,0 0
1 4 8,9 0
2 68 17,9 80
B 3 64 8,9 60
4 56 8,9 60
5 0 0,0 0
1 0 0,0 0
2 32 26,8 20
C 3 36 26,1 40
4 40 24,5 40
5 2 4,5 0
1 0 0,0 0
2 8 17,9 0
D 3 12 11,0 20
4 8 17,9 0
5 0 0,0 0

Lokalisationen aufgeteilt nach Querschnitten A - M, Riechepithel nur nachweisbar in A - D;
Lokalisation 1: Nasenseptum, 2: dorsaler Anteil Nasenmuscheln, 3: mittlerer Anteil Nasenmuscheln, 4:
ventraler Anteil Nasenmuscheln, 5: Begrenzung der Nasenhohle; Mittelwert: arithmetrischer Mittelwert
aller 5 Pferde; SD: Standardabweichung
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Tab. 21: Prozentualer Anteil der Typen A und B des olfaktorischen Epithels am
gesamten Epithel in der Pferdenase

Querschnitt Lokalisation Ll <Y Nesiay
TypA/Typ B TypA/Typ B TypAl/TypB
1 44 /16 28,8/11,4 60/ 20
2 60 /20 14,1/0 60/20
A 3 58 /22 14,8/4,5 60/ 20
4 50/ 22 17,314,5 60/20
5 0/0 0/0 0/0
1 2/2 45/45 0/0
2 44/ 24 16,7 /8,9 40/ 20
B 3 42 /22 13/8,4 40/ 20
4 30/26 7,1/55 30/30
5 0/0 0/0 0/0
1 0/0 0/0 0/0
2 20/12 20/ 11 10/10
C 3 14 /22 15,2/13 10/ 30
4 18/22 14,8 / 11 20/20
5 0/2 0/4,5 0/0
1 0/0 0/0 0/0
2 2/6 45/13,4 0/0
D 3 4/8 551/8,4 0/10
4 2/6 4,5/13,4 0/0
5 0/0 0/0 0/0

Lokalisationen aufgeteilt nach Querschnitten A - M, Riechepithel nur nachweisbar in A - D;
Lokalisation 1: Nasenseptum, 2: dorsaler Anteil Nasenmuscheln, 3: mittlerer Anteil Nasenmuscheln, 4:
ventraler Anteil Nasenmuscheln, 5: Begrenzung der Nasenhohle; Mittelwert: arithmetrischer Mittelwert
aller 5 Pferde; SD: Standardabweichung
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Tab. 22: Immunhistologischer Nachweis von OMP im olfaktorischen Epithel des
Pferdes

Querschnitt Lokalisation Mittlerer Score OMP Minimalgrc/orrr;aximaler
1 2,2 0/3
2 2,8 2/3
A 3 2,6 2/3
4 2,8 2/3
5 0 0/0
1 0,4 0/2
2 24 2/3
B 3 2,6 2/3
4 2,2 2/3
5 0 0/0
1 0 0/0
2 1,6 0/3
C 3 1,6 0/3
4 2 1/3
5 0,2 0/1
1 0 0/0
2 0,4 0/2
D 3 0,8 0/2
4 0,4 0/2
5 0 0/0

Lokalisationen aufgeteilt nach Querschnitten A - M, Riechepithel nur nachweisbar in A - D; OMP:
Olfactory marker protein; Lokalisation 1: Nasenseptum, 2: dorsaler Anteil Nasenmuscheln, 3: mittlerer
Anteil Nasenmuscheln, 4: ventraler Anteil Nasenmuscheln, 5: Begrenzung der Nasenhdhle; mittlerer
Score: arithmetrischer Mittelwert aller 5 Pferde
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Tab. 23: Immunhistologischer Nachweis von DCX im olfaktorischen Epithel des
Pferdes

Querschnitt Lokalisation Mittlerer Score DCX Minimalgrc/or:eaximaler
1 1,2 0/2
2 2 1/3
A 3 1,8 1/2
4 1,8 1/2
5 0 0/0
1 0,2 0/1
2 2,2 1/3
B 3 2,2 1/3
4 1,6 1/2
5 0 0/0
1 0 0/0
2 1,6 0/3
C 3 1,8 0/3
4 2 1/3
5 0,2 0/1
1 0 0/0
2 0,4 0/2
D 3 0,8 0/2
4 0,4 0/2
5 0 0/0

Lokalisationen aufgeteilt nach Querschnitten A - M, Riechepithel nur nachweisbar in A - D; DCX:
Doublecortin; Lokalisation 1: Nasenseptum, 2: dorsaler Anteil Nasenmuscheln, 3: mittlerer Anteil
Nasenmuscheln, 4: ventraler Anteil Nasenmuscheln, 5: Begrenzung der Nasenhohle; mittlerer Score:
arithmetrischer Mittelwert aller 5 Pferde
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Tab. 24: Immunhistologischer Nachweis von PCNA im olfaktorischen Epithel des
Pferdes

Querschnitt Lokalisation Mittlglgrr‘licore Minimal;rc/orrr;aximaler
1 0,2 0/1
2 1 0/2
A 3 1 0/2
4 0,8 0/2
5 0 0/0
1 0 0/0
2 0,8 0/2
B 3 0,6 0/1
4 0,8 0/2
5 0 0/0
1 0 0/0
2 1 0/2
C 3 1 0/2
4 1 2/2
5 0 0/0
1 0 0/0
2 0,2 0/1
D 3 0,2 0/1
4 0,2 0/1
5 0 0/0

Lokalisationen aufgeteilt nach Querschnitten A - M, Riechepithel nur nachweisbar in A - D; PCNA:
Proliferating cell nuclear antigen; Lokalisation 1: Nasenseptum, 2: dorsaler Anteil Nasenmuscheln, 3:
mittlerer Anteil Nasenmuscheln, 4: ventraler Anteil Nasenmuscheln, 5: Begrenzung der Nasenhdhle;
mittlerer Score: arithmetrischer Mittelwert aller 5 Pferde
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Tab. 25: Immunhistologischer Nachweis von TrkA im olfaktorischen Epithel des

Pferdes
Querschnitt Lokalisation Mittlglgrr‘licore Minimal;rc/orrr;aximaler
1 1,6 0/3
2 2 1/3
A 3 2,2 173
4 24 173
5 0 0/0
1 0,2 0/1
2 2,2 173
B 3 2 1/3
4 2 1/3
5 0 0/0
1 0 0/0
2 1,6 0/3
C 3 1,8 0/3
4 2,2 173
5 0,2 0/1
1 0 0/0
2 0,4 0/2
D 3 1 0/2
4 0,4 0/2
5 0 0/0

Lokalisationen aufgeteilt nach Querschnitten A - M, Riechepithel nur nachweisbar in A - D; TrkA:
Tyrosinkinase-Rezeptor-A; Lokalisation 1: Nasenseptum, 2: dorsaler Anteil Nasenmuscheln, 3:
mittlerer Anteil Nasenmuscheln, 4: ventraler Anteil Nasenmuscheln, 5: Begrenzung der Nasenhdhle;

mittlerer Score: arithmetrischer Mittelwert aller 5 Pferde
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Tab. 26: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman fiir die Expression der

immunhistologischen Marker im Bezug auf die Epitheltypen

Marker Epitheltyp rs
A 0,9492
OMP
B 0,8461
A 0,8788
DCX
B 0,8758
A 0,6086
PCNA
B 0,6838
A 0,7841
TrkA
B 0,8795

OMP: Olfactory marker protein; DCX: Doublecortin; PCNA: Proliferating cell nuclear antigen; TrkA:
Tyrosinkinase-Rezeptor-A; rs: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

8.3.2 Experimenelle intranasale Infektion von Lewis-Ratten

Tab. 27: Score Sheet zur Bewertung der Lewis-Ratten nach intranasaler BDV-Infektion

Blatt 1 Versuchsbeginn Aunsgangsgewicht: Geburtsdatum:

Ratte ID: (Datum /Uhrzeit):

Eingriff

Verlauf Tag |Tag |Tag |(Tag [Tag |Tag |(Tag (Tag |Tag |Tag |Tag |[Tag |Tag |Tag [Tag |Tag | Tag
1] 1 2 3 4 = 6 7 8 ] 10 11 12 13 14 15 16

Eriterium

Karpergewicht

Allgemeinzustand

Spontanverhalten

SUMME Score

Bemerkung

Untersucher

242




Anhang

Tab. 28: Bewertungskriterien fiir die Ratten nach intranasaler BDV-Infektion

Score Sheet Infektion Ratten BDV Gruppen 2-9

Punktewertung 0 1 5 10 20
Korpergewicht 0-5% Verlust 5-109% Verlust 10-20% Verlust 20-25% Verlust >25% Verlust
[Beurteilt wird der
Gewichtsverlust innerhalb von
3 Tagen; Bestimmung alle 3-4
Tage, ab 14 dpi alle 2 Tage)
Allgemeinzustand Fell glatt, Fell geringgradig | Fell stumpf, Fokal verklebtes Fell; Struppiges, rauhes
glinzend; gestraubt, ungeordnet; unnormale Haltung; Fell;
(Tégliche Bewertung) Korperdffnungen | verminderte oder | ungepflegte Augen triib; hoher aufgekriimmter
sauber; Augen {ibersteigerte Kérperdffnungen; | Muskeltonus Riicken; abnorme
Klar, glinzend Karperpflege Augen tritb; Kopf- und
erhéhter Gliedmafenhaltung
Muskeltonus
Spontanverhalten Normales Geringe gesteigerte Selbstisolation, Paralyse, Lethargie,
Verhalten Abweichungen Aktivitat, aggressives Verhalten Somnolenz,
(Tagliche Bewertung) (Schlafen, vom Nervositit gegeniiber Desorientierung,
Reaktion auf Normalverhalten Kifiggenossen, Ataxie
Anblasen und Koordinationsstérungen,
Berahrung, ataktische Bewegungen
Neugier,
Sozialkontakte)

Tab. 29: Zu ergreifende MaBnahmen nach erfolgtem Scoring

Die obigen Kriterien fiihren, fiir jedes Versuchstier iiber den gesamten Versuchszeitraum individuell bestimmt, zum Abbruch des Versuchs
und zur Euthanasie. Die Tiere werden tiglich zur gleichen Tageszeit kontrolliert. Das Wiegen findet alles 3-4 Tage (Gruppen 2-9). Die
Intervalle werden an den kritischen Untersuchungszeitpunkten (ab 14 dpi) angepasst.

Nach der intranasalen Applikation von Fliissigkeiten wird bei der tiglichen Kontrolle vor allem auch auf eine Anderung des Atemtyps sowie
Husten geachtet um sicher zu stellen, dass keine Flissigheit aspiriert wurde.

Bewertung und Mafnahmen:

Punktesumme Belastungsgrad Erlauterung

0 0 Keine Belastung

1-9 1 Geringe Belastung, sorgfaltig weiter
beobachten

10-19 2 Mittelgradige Belastung, ggf. tierdrztliche
Versorgung einleiten
Sollte der Einzelscore iiber 2 Tage lang bei
10 liegen, wird Riicksprache mit dem
Tierarzt/Leiter die Euthanasie durchgefiihrt.

20 oder héher [max. 60 méglich) 3 Hochgradige Belastung, Euthanasie bzw.

Riicksprache mit Leiter/Tierarzt

Gesamtscore 20 oder hoher (max. 60 maglich)

Die Tiere werden beim Erreichen eines Einzelscores von 20 euthanasiert, d.h. die Bewertung in einem der folgenden Kriterien
.Korpergewicht”, .Allgemeinzustand”, sowie ,Spontanverhalten” mit einem Score 20 reicht zur Euthansie aus. Bei einem Gesamtscore
(durch Addition von Befunden au den Scores 1,5 und 10) von 20 oder mehr [max. 60 moglich), wird der Tierarzt/Projektleiter kontaktiert
und es erfolgt in Absprache die Euthanasie.
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Tab. 30: Nachweis von BDV-N im olfaktorischen Epithel der Ratte

Zeit nach Infektion | Zelltyp oder Struktur | Mittlerer Score | " maler ! maximaler
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
3 hpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
18 hpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
1 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
2 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
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Fortsetzung von Tab.

30

Zeit nach Infektion | Zelltyp oder Struktur | Mittlerer Score Mi“ima";’cﬁ) ’:‘ea"ima'e’
Adulte Neurone 0,4 0/1
Juvenile Neurone 0,2 0/1
Stltzzellen 0 0/0
4 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0,4 0/1
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
7 dpi Prolif. Basalzellen 0,2 0/1
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 2,6 2/3
Juvenile Neurone 2 1/3
Stltzzellen 1 0/2
14 dpi Prolif. Basalzellen 1 0/2
Horiz. Basalzellen 0,8 0/2
Nervenfasern 1,8 1/2
OIf. Hillzellen 1,8 1/2
Adulte Neurone 3 3/3
Juvenile Neurone 2,5 2/3
Stutzzellen 2,5 2/3
21 dpi Prolif. Basalzellen 2,5 2/3
Horiz. Basalzellen 1,5 1/2
Nervenfasern 3 3/3
OlIf. Hullzellen 3 3/3

hpi: hours post infection; dpi: days post infection; mittlerer Score: arithmetrischer Mittelwert aller

untersuchten Tiere
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Tab. 31: Exakter Kruskal-Wallis Test fiir den Nachweis von BDV-N im olfaktorischen
Epithel der Ratte im Bezug auf die untersuchten Zellen und Strukturen

Zelltyp / Struktur JUOE
Antigen genomische RNA mRNA
Adulte Neurone <0,0001 <0,0001 <0,0001
Juvenile Neurone <0,0001 <0,0001 <0,0001
Stltzzellen 0,0001 - -
Proliferierende Basalzellen 0,0002 - -
Horizontale Basalzellen 0,0016 - -
Nervenfasern <0,0001 0,0031 0,0014
olfaktorische Hillzellen <0,0001 <0,0001 0,0016

Tab. 32: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman fiir den Nachweis von BDV-N im
olfaktorischen Epithel der Ratte im Bezug auf die untersuchten Zellen und Strukturen

Zelltyp / Struktur s
Antigen genomische RNA mRNA
Adulte Neurone 0,7563 0,7657 0,7954
Juvenile Neurone 0,6813 0,7257 0,6817
Stltzzellen 0,5762 - -
Proliferierende Basalzellen 0,6007 - -
Horizontale Basalzellen 0,5157 - -
Nervenfasern 0,6866 0,5642 0,5171
olfaktorische Hiillzellen 0,6866 0,705 0,5146

r: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
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Tab. 33: Nachweis der viralen genomischen RNA im olfaktorischen Epithel der Ratte

Zeit nach Infektion | Zelltyp oder Struktur | Mittlerer Score | " maler ! maximaler
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
3 hpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
18 hpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
1 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
2 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
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Fortsetzung von Tab. 33

Zeit nach Infektion | Zelltyp oder Struktur | Mittlerer Score Mi“ima";’cﬁ) ’:‘ea"ima'e’
Adulte Neurone 0 0/1
Juvenile Neurone 0 0/1
Stltzzellen 0 0/0
4 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0,8 0/2
Juvenile Neurone 0,6 0/2
Stltzzellen 0 0/0
7 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0,4 0/1
OIf. Hillzellen 0,2 0/1
Adulte Neurone 2 2/2
Juvenile Neurone 1 1/1
Stltzzellen 0 0/0
14 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0,4 0/1
OIf. Hillzellen 1,6 1/2
Adulte Neurone 2 2/2
Juvenile Neurone 1,5 1/2
Stltzzellen 0 0/0
21 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 1,5 1/2
OIf. Hillzellen 1,5 1/2

hpi: hours post infection; dpi: days post infection; mittlerer Score: arithmetrischer Mittelwert aller
untersuchten Tiere
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Tab. 34: Nachweis der BDV-N mRNA im olfaktorischen Epithel der Ratte

Zeit nach Infektion | Zelltyp oder Struktur | Mittlerer Score | " maler ! maximaler
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
3 hpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
18 hpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
1 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 0 0/0
Juvenile Neurone 0 0/0
Stltzzellen 0 0/0
2 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
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Fortsetzung von Tab. 34

Zeit nach Infektion | Zelltyp oder Struktur | Mittlerer Score Mi“ima";’cﬁ) ’:‘ea"ima'e’
Adulte Neurone 0,8 0/2
Juvenile Neurone 0 0/1
Stltzzellen 0 0/0
4 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 1 0/2
Juvenile Neurone 0 0/2
Stltzzellen 0 0/0
7 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0 0/0
OlIf. Hullzellen 0 0/0
Adulte Neurone 2 1/3
Juvenile Neurone 1,6 1/3
Stltzzellen 0 0/0
14 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 0,6 0/2
OlIf. Hullzellen 1 0/3
Adulte Neurone 2,5 2/3
Juvenile Neurone 2 1/3
Stltzzellen 0 0/0
21 dpi Prolif. Basalzellen 0 0/0
Horiz. Basalzellen 0 0/0
Nervenfasern 1,5 1/2
OIf. Hillzellen 1,5 1/2

hpi: hours post infection; dpi: days post infection; mittlerer Score: arithmetrischer Mittelwert aller
untersuchten Tiere
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Tab. 35: Anzahl PCNA-positiver Basal- und Stiitzzellen der BDV- und Mock-infizierten

Tiere
AL TEET G Zellt Mittelwert | Standardabweich
Infektion ruppe elltyp ittelwe andardabweichung
Basalzellen 9,47 3,454
BDV
Stitzzellen 1,77 0,511
2 dpi
Basalzellen 12,3 2,404
Mock
Statzzellen 2,58 0,884
Basalzellen 11,77 0,907
BDV
Stitzzellen 3,3 0,087
4 dpi
Basalzellen 9,48 1,520
Mock
Statzzellen 2,58 0,601
Basalzellen 11,35 0,433
BDV
Stitzzellen 3,25 0,872
7 dpi
Basalzellen 11,55 0,495
Mock
Statzzellen 2,375 0,177

PCNA: Proliferating cell nuclear antigen; dpi: days post infection; arithmetrischer Mittelwert

8.3.3 Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels

Tab. 36: Prozentualer Anteil der untersuchten Zelltypen des olfaktorischen Epithels an

Gesamtzellzahl

Olfaktorische Neurone Olfaktorische Hiillzellen
Zeit in Kultur
Mittelwert | Min / Max SD Mittelwert | Min / Max SD
4h 33 2571451 8,667 9,3 6,5/10,5 2,053
24 h 27,3 25,5728,7 1,604 13,5 11/16,8 1,266
48 h 18,1 15,9/19,8 1,955 10,1 8,2/11,8 1,159
4d 7,7 53/11,7 3,233 12,2 6,3/17,1 5,408
7d 5,8 46/7,8 1,442 7,8 561/9 0,624
h: Stunden; d: Tage; Min / Max: minimaler / maximaler Wert; SD: Standardabweichung;

arithmetrischer Mittelwert
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Tab. 37: Prozentualer Anteil der infizierten Zellen nach BDV-Infektion der

Dissoziationskultur des olfaktorischen Epithels

Zeit nach Infektion Mittelwert Min / Max SD
4 dpi 10,7 10/ 11 0,577
7 dpi 19 12/23 6,083
10 dpi 23 16 /29 6,557
14 dpi 29 25/ 36 6,083

dpi: days post infection; Min / Max: minimaler / maximaler Wert; SD: Standardabweichung;
arithmetrischer Mittelwert

8.3.4. Co-Kultur aus olfaktorischem Epithel und olfaktorischen Hiillzellen

Tab. 38: Nachweis BDV-N-spezifischer normalisierter Kopienzahlen der genomischen
RNA und der mRNA der Co-Kultur aus olfaktorischem Epithel und olfaktorischen

Hiillzellen
Zeit nach . Quotient
Kultur Infektion RNA Mittelwert gRNA / mRNA
gRNA 1,90973359
4 dpi 1:0,25
Olfaktorisches mRNA 0,48048896
Epithel gRNA 0,9761562
7 dpi 1:0,38
mRNA 0,36687804
gRNA 94,2336298
4 dpi 1:1,02
Olfaktorische mMRNA 96,1290512
Hallzellen gRNA 75,637407
7 dpi 1:1,48
mRNA 111,610151
gRNA 2,15446375
4 dpi 1:1,45
Co-Kultur 3:1 mRNA 3,11389238
(OE:OEC) gRNA 3,57900901
7 dpi 1:0,94
mRNA 3,35464181
gRNA 5,2975368
4 dpi 1:1,24
Co-Kultur 1:1 mRNA 6,54344065
(OE:OEC) gRNA 7,91883923
7 dpi 1:0,95
mRNA 7,52007963

dpi: days post infection; OE: olfaktorisches Epithel OEC: olfaktorische Hiullzellen; geometrischer
Mittelwert; Normalisierung: Kopienzahlen BDV/Kopienzahlen GAPDH
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8.4 ABKURZUNGEN

Abb. Abbildung

ABBV aquatic bird bornavirus

ABV-MALL avian bornavirus MALL

Aca Acetanhydrid

Aqua bidest.  Aqua bidestillata

Aqua dest. Aqua destillata

as antisense

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat

BD Borna disease, Bornasche Krankheit

BDV Borna disease virus, Virus der Bornaschen Krankheit
BDV-GP BDV-Glykoprotein

BDV-L RNA-abhéngige RNA Polymerase des BDV
BDV-M BDV-Matrixprotein

BDV-N BDV-Nukleoprotein

BDV-P BDV-Phosphoprotein

BDV-X BDV-X-Protein

BDV, BoDV Borna disease virus

bp Basenpaare

BSA bovines Seumalbumin

CAECAM1a  Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1a
CAR Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor

CAV-2 Canines Adenovirus-2

cDNA complementary DNA, komplementare DNA
CDhVv Canine distemper virus

CnBV canary bornavirus

cRNA complementary RNA, komplementare RNA
CSF Cerebrospialflissigkeit

Ct threshold cycle

DAB 3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-Lésung
DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DEPC Diethylpyrocarbonat

DCX Doublecortin

DIG Digoxigenin

DIV days in vitro, Tage in Kultur

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMF Dimethylformamid

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsédure
dpi days post infection

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFR epidermal growth factor receptor

EsBV estrildid finch bornavirus

FCS fetal calf serum, fetales Kélberserum

FIV Felines Immundefizienz-Virus

g Gramm

Xg Gravitation

GAP43 growth-associated phosphoprotein 43

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GavVv Gaboon viper virus

GFAP glial fibrillary acidic protein, saures Gliafaserprotein
GLUT1 Glukosetransporter 1

GOl gene of interest

gRNA genomische RNA

H&E Hamatoxylin und Eosin-Farbung

HB-MIx Hybridisierungs-Mix

HCI Salzsaure

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

hpi hours post infection

HSV Herpes simplex Virus
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HTLV-1 Humanes T-lymhotropes Virus-1

i.c. intracerebral

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1

IFNy Interferon gamma

IHC immunohistochemistry, Immunhistologie

IL Interleukin

i.n. intranasal

IRCs inter-run calibrators

ISH In-situ-Hybridisierung

IVCs individually ventilated cages, Einzelbeliftete Kafige
kb Kilobasen

kDa Kilodalton

| Liter

[eRNA leader-haltige BDV +ssRNA

LGSV Loveridge's garter snake virus

M Molaritat

MCP membrane cofactor protein

MHC major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitdtskomplex
MHV Maus Hepatitis Virus

min Minuten

ml Milliliter

mRNA messenger RNA

MuBV munia bornavirus

MVV Maedi-Visna-Virus

pl Mikroliter

N Normalitat

NaOH Natronlauge

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NCAM neural cell adhesion molecule

NES nuclear export signal

NGF nerve growth factor

NLS nuclear localization signal

NNS non-segmented negative strand, nichtsegmentierter Negativstrang
NSE neuronenspezifische Enolase

NSS neutrales Schafserum

NTC no template control, PCR-Negativkontrolle

OMP Olfactory marker protein

ORF open reading frame, offenes Leseraster

PaBV parrot bornavirus

PBS phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Kochsalzlésung
PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PCR polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PDD proventricular dilatation disease, neuropathische Drisenmagenerweiterung
PFA Paraformaldehyd

PGP9.5 protein gene product 9.5

PHB-Mix Prahybridisierungs-Mix

p.i. post infectionem, nach Infektion

PIPES Piperazin-N,N'bis[2-ethansulfatsdure]

PS Pferdeserum

PTI-NB rat persistent, tolerant infection-newborn rat

gPCR quantitative real time RT-PCR

RBV Reptiles Bornavirus

RIG-I retinoic acid inducible gene |

RNA ribonuleic acid, Ribonukleinsaure

RNP Ribonukleoprotein

rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

rs Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

RT Reverse Transkription

] sense

SIvV Simian Immundefizienz-Virus
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SLAM
SS

SSC
ssDNA
-ssRNA
+ssRNA
Tab.
Taq
TBS
TEA
TNF
TrkA
TrkB
Tris

U

vVRNA
VSV
X-Phosphat
ZNS

ZS

Signaling lymphocytic activation molecule
Schweineserum

standard saline citrate, Standard-Natriumacetat
einzelstrangige DNA

negativ orientierte genomische virale RNA
positiv orientierte virale RNA (Antigenom und mRNA)
Tabelle

Thermus aquaticus

tris buffered saline, trisgepufferte Kochsalzldsung
Triethanolamin

Tumornekrosefaktor

Tyrosinkinase-Rezeptor-A

Tyrosinkinase Rezeptor-B
Tris(hydroxmethyl)-aminomethan

Unit

virale RNA

Vesikulares Stomatitis Virus

s. BCIP

Zentrales Nervensystem

Ziegenserum
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