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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Das Virus der Bornaschen Krankheit (Borna disease Virus, BDV) stellt ein wichtiges Modell fir
die Untersuchung von Ausbreitungs- und Persistenzmechanismen neurotroper Viren im
zentralen Nervensystem (ZNS) und den mit der Infektion verbundenen zentralnervosen
Stérungen dar (RICHT et al., 1998; HERDEN, 2009).

In vivo zeigt das BDV in den ersten 2 Wochen nach experimenteller Infektion von Lewis-
Ratten einen ausgepragten Tropismus flir Neuronen. Es sind nur wenige Astrozyten BDV-
infiziert (CARBONE et al., 1987; CARBONE et al., 1991a; RICHT et al., 1991; GOSZTONY] et al.,
1993; BAUTISTA et al., 1994; GOSZTONYI UND LUDWIG, 1995; GONZALEZ-DUNIA et al., 2005;
HERDEN et al., 2005). Im chronischen Stadium der Infektion sind dagegen im gesamten
Gehirn verteilt auch zunehmend Astrozyten BDV-positiv (CARBONE et al., 1987; CARBONE et
al., 1991a; STAEHELI et al., 2001; OVANESQV et al., 2008). Infizierte Gliazellen scheinen somit
ein Reservoir fiir eine persistente Virusreplikation in der chronischen Infektionsphase zu sein
(CARBONE et al., 1987; HERDEN, 2009). Die Adaptationsvorgange zwischen der akuten und
chronisch persistierenden Phase der Bornaschen Krankheit sind bisher jedoch nur
unvollstandig verstanden. Aus Voruntersuchungen hat sich eindeutig ergeben, dass
insbesondere die viralen Strukturproteine im infizierten Gehirn in verschiedenen Zelltypen
unterschiedlichen Expressionstrategien unterliegen (POROMBKA, 2006; WERNER-KEISS,
2006; HERDEN, 2009).

Das BDV gelangt liber eine rezeptormediierte Endozytose in seine Zielzellen, ein Prozess der
durch das mit der Virushiille assoziierte BDV-Glykoprotein (BDV-GP) vermittelt wird
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; RICHT et al., 1998; PEREZ et
al., 2001; KIERMAYER et al., 2002; EICKMANN et al., 2005; CLEMENTE und DE LA TORRE,
2009). BDV-GP wird noch vor dem Zusammenbau infektidser Viruspartikel durch die zellulare
Protease Furin in eine amino-terminale (BDV-GP-N) und eine carboxy-terminale Untereinheit
(BDV-GP-C) gespalten (RICHT et al, 1998; EICKMANN et al., 2005). Diese Spaltung ist
essentiell zur funktionellen Aktivierung des Proteins und somit wesentlich fir die initiale
Bindung des Virus an den Rezeptor der Zielzellen (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; RICHT et
al., 1998; PEREZ et al., 2001; KIERMAYER et al., 2002; EICKMANN et al., 2005).

Die weiteren Ausbreitungsstrategien des BDV nach der initialen Zellinfektion werden nach
wie vor kontrovers diskutiert (GOSZTONYI et al., 1993; BAJRAMOVIC et al.,, 2003). Trotz
hoher Mengen viraler BDV-Proteine und RNA wird in vivo wenig oder gar kein infektioses
Virus in den Extrazellularraum freigesetzt und es finden sich nur wenige infektitse Partikel in
einer Zelle (PAULI UND LUDWIG, 1985; KOHNO et al.,, 1999; EICKMANN et al.,, 2005;
GONZALEZ-DUNIA et al., 2005; HERDEN, 2009). Als Ausbreitungsweg gesichert ist bisher
lediglich die intraaxonale und transsynaptische Ubertragung zwischen Neuronen. Sie geht
hochstwahrscheinlich BDV-GP-abhangig, durch Weitergabe behillter Virionen, von statten
(BAJRAMOVIC et al., 2003). Wie das Virus von Neuronen auf andere Gehirnzellen Gbertragen
wird und wie die glia-gliale BDV-Ausbreitung funktioniert, ist bisher nicht bekannt (RICHT et
al., 1998; WERNER-KEISS et al., 2008; HERDEN, 2009; ALGERMISSEN, 2010). Einige Studien
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lassen jedoch eine BDV-GP- und wirtszellrezeptorunabhdngige Virusausbreitung tber nicht
behillte Ribonukleoprotein-Partikel (RNP) vermuten (GOSZTONYI et al., 1993; CLEMENTE
UND DE LA TORRE, 2007).

Das Hullprotein BDV-GP konnte bisher in Astrozyten weder in vivo noch in vitro
nachgewiesen werden, sondern fand sich immer nur im Zytoplasma grofRer Neuronen. Im
Gegensatz dazu gelang der Nachweis der fir BDV-GP kodierenden mRNA in beiden
Zellpopulationen (WERNER-KEISS, 2006). Auch beim Nachweis des mit der Virushiille
assoziierten BDV-Matrixprotein (BDV-M) ergaben sich in der Vergangenheit offene Fragen.
Die fur das Protein kodierende mRNA konnte bisher in vivo nur vereinzelt in Astrozyten
nachgewiesen, und nicht sicher im Zytoplasma als Ort der Proteintranslation detektiert
werden (POROMBKA, 2006).

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle von Astroyzten bei der Ausbreitung des
BDV. AuRerdem sollte analysiert werden, ob in Astrozyten hinsichtlich der BDV-Protein und —
mRNA Expression Unterschiede zwischen der akuten und der chronisch-persistenten
Infektionsphase bestehen. Dadurch sollte geklart werden, ob zellspezifische
Regulationsmechanismen in Astrozyten zur BDV-Persistenz beitragen. Dies wurde wie folgt
erarbeitet:

1. Zuniachst erfolgte die Etablierung und Charakterisierung der primaren
Astrozytenkulturen aus den cerebralen Cortices von Lewis-Ratten. Es wurden dafir
sowohl bei BDV-infizierten als auch bei nicht infizierten Kulturen die glialen Reifungs-
und Differenzierungsmarker GFAP, Vimentin, Nestin, S1008, A2B5, GLAST und GLT-1
untersucht. Dadurch sollten die Eignungen und Grenzen der primaren
Astrozytenkulturen zur Analyse persistierender Virusinfektionen erarbeitet werden.

2. Die Virusproteine BDV-N, BDV-M und BDV-GP und die dazu gehérenden mRNAs
wurden in einer Kinetik in BDV-infizierten Astrozyten in vitro untersucht.

3. Die Rolle des BDV-GP fiir die glia-gliale Virusausbreitung in primaren
Astrozytenkulturen wurde getestet. Dazu wurde ein Furininhibitor verwendet, der
die Spaltung des viralen Glykoproteins in seine beiden funktionellen Untereinheiten
BDV-GP-C und BDV-GP-N verhindert (BECKER et al., 2010). Ob Viruspartikel von
Astrozyten freigesetzt werden, wurde aullerdem anhand von Zellkulturiiberstand
BDV-infizierter Astrozyten untersucht.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 ASTROZYTEN

Im Saugergehirn kommen zehnmal mehr Gliazellen als Neurone vor, wobei Astrozyten ca.
die Halfte der Gliapopulation ausmachen (KIMELBERG, 1983). Friiher sah man Astrozyten
lediglich als passiv unterstiitzende Komponenten fiir das neuronale Gewebe an. Mittlerweile
ist bekannt, dass Astrozyten im gesunden ZNS eine Vielzahl komplexer und essentieller
Funktionen ausiiben (FREEMAN, 2010; ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; SOFRONIEW UND
VINTERS, 2010; PARPURA et al., 2012). Astrozyten spielen auch eine Rolle in pathologischen
Prozessen. Funktionsstérungen oder abnormale Effekte von Astrozyten sind an vielen
Krankheitsprozessen beteiligt oder stellen sogar die Hauptursache fiir pathologische Effekte
dar (MANSOUR et al., 2008; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; STIPURSKY et al., 2012b).

2.1.1 Physiologische Bedeutung von Astrozyten

Astrozyten (griechisch astro, aotpo: Stern), sind verzweigte Zellen, die durch ihre Fortsatze
mit anderen Gliazellen und/oder Neuronen sowie mit der Basallamina der GefaBe, der
ZerebrospinalflUssigkeit oder der Pia mater in Verbindung stehen (SOFRONIEW UND
VINTERS, 2010; PARPURA et al.,, 2012). Im ZNS stellen sie die groflte Zellpopulation
(FREEMAN, 2010; ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; ZHANG UND BARRES, 2010).
Mittlerweile ist bekannt, dass die Morphologie der Astrozyten deutlich komplexer ist als
bisher angenommen (BUSHONG et al., 2004; FREEMAN, 2010). Einzelne Astrozyten formen
in der grauen Substanz individuelle nicht-lGberlappende Domanen, so dass nur die distalen
Spitzen ihrer Fortsdtze Uber Gap junctions mit benachbarten Astrozyten in Verbindung
stehen (BUSHONG et al., 2004; JABS et al., 2008; WELBERG, 2009; SOFRONIEW UND
VINTERS, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; VERKHRATSKY et al., 2010; PARPURA et
al., 2012). Innerhalb dieser individuellen Domane interagieren Astrozyten mit 4-8 Neuronen
(VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; VERKHRATSKY et al., 2010) und kdénnen bei Nagern
einen Bereich zwischen 20.000 und 80.000 pum® einnehmen (FREEMAN, 2010). Mit ihren
terminalen Fortsatzen stehen sie insbesondere mit Synapsen in Verbindung bzw.
umschlieBen diese (FREEMAN, 2010; PARPURA et al., 2012), dabei kann ein einzelner
Astrozyt bei Nagern mit 20.000 — 100.000 Synapsen verknipft sein, bei Primaten oder
Menschen sogar mit bis zu zwei Millionen (FREEMAN, 2010; KIMELBERG, 2010; PARPURA et
al., 2012). Interzelluldre Gap junction-Verbindungen dienen dem Austausch von
Signalmolekilen kleiner als 1 bis 1,2 kDa und 1,5 nm im Durchmesser (THOMPSON UND
MACVICAR; GIAUME et al., 2010; THEIS UND GIAUME, 2012). Als Beispiel sind lonen (K, ca*'
und Na*), Glutamat, second messenger (z.B. ATP) und Metaboliten wie z.B. Glucose und
Aminosduren zu nennen (THEIS UND GIAUME, 2012). Durch diese Gap junction-Kanale
entstehen groRere astrogliale Netzwerke, die unter anderem {iber Veradnderungen der
intrazelluldren Ca®'Konzentration eine intergliale Kommunikation ermoglichen koénnen
(WALLRAFF et al., 2004; SEIFERT et al., 2006; FREEMAN, 2010; SOFRONIEW UND VINTERS,
2010; PARPURA et al., 2012; THEIS UND GIAUME, 2012). Ob diese Ca®*-Wellen in situ und in
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vivo auch unter physiologischen Bedingungen auftreten, ist bisher jedoch noch nicht sicher
geklart (GIAUME et al., 2010). Im Bereich des Cortex cerebri konnen in diesen Netzwerken
mehrere hundert Astrozyten miteinander verkettet sein (THEIS UND GIAUME, 2012). Durch
die Bildung unterschiedlich groRer Domanen wird die graue Substanz in astrogliale
Territorien geteilt, die durch ihre Verbindung mit Neuronen und GefdlRen wiederum
neurovaskuldre Einheiten formen (FREEMAN, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010;
PARPURA et al., 2012). Nahezu die gesamte GefaRoberfliche des Gehirns ist von den
plattenartig verbreiterten Fortsatzenden (endfeets) der Astrozyten eingehillt (PARPURA et
al., 2012). Durch ihre strategische Position zwischen Gefdllen und Neuronen kdnnen
Astrozyten den Austausch von Molekilen zwischen diesen beiden steuern und stellen somit
das Verbindungsglied in der sogenannten neurovaskuldaren Kopplung (neurovascular
coupling) dar (GIAUME et al.,, 2010; PARPURA et al.,, 2012). Die funktionelle Rolle der
Astrozyten bei der Bildung und Aufrechterhaltung der Bluthirnschranke (blood brain barrier,
BBB) ist noch nicht eindeutig geklart. Es gibt Hinweise, dass Astrozyten die Bildung der BBB
Uber Induktion der Barrierefunktion von Endothelzellen beeinflussen konnen (KIMELBERG,
2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010).

Astrozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Gehirnentwicklung, wo sie sowohl die
Neurogenese als auch die Entwicklung von neuronalen und glialen Netzwerken regulieren
(FREEMAN, 2010; KIMELBERG, 2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; ZHANG UND BARRES,
2010; PARPURA et al., 2012; STIPURSKY et al., 2012a; STIPURSKY et al., 2012b). Sie stehen
insbesondere im Bereich von Synapsen in einer engen, dynamischen Verbindung mit
Neuronen, wo sie die sogenannte tripartie Synapse formen, die aus 2 Neuronen und einem
Astrozyten besteht (KIMELBERG, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; PARPURA et al.,
2012). In diesen Bereichen regulieren Astrozyten die Flissigkeits-, lonen-, pH- und
Neurotransmitterhomdostase (MANSOUR et al., 2008; WELBERG, 2009; SOFRONIEW UND
VINTERS, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ et al., 2011)
und tragen durch Gap Junction-mediierte Diffusion von Metaboliten zur Energieversorgung
der Neuronen bei (WELBERG, 2009; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; SIDORYK-
WEGRZYNOWICZ et al., 2011; PARPURA et al., 2012). Es gibt Hinweise, dass durch Ca*'-
abhangige Exocytose chemische Transmitter, sogenannte Gliotransmitter, als Antwort auf
Veranderungen der neuronalen synaptischen Aktivitat freigesetzt werden (SEIFERT et al.,
2006; JABS et al.,, 2008; FREEMAN, 2010; GIAUME et al.,, 2010; KIMELBERG, 2010;
VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; PARPURA et al., 2012). Diese Gliotransmitter kénnen
vermutlich die synaptische Plastizitdit modulieren und dadurch Verhaltensdnderungen
hervorrufen (FREEMAN, 2010; GIAUME et al., 2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010;
VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; PARPURA et al.,, 2012); allerdings ist noch nicht
gesichert, ob die in zahlreichen Studien gewonnenen Erkenntnisse tatsdchlich die
Verhaltnisse in vivo widerspiegeln (GIAUME et al.,, 2010; ZHANG UND BARRES, 2010).
Denkbar ist jedoch, dass Astrozyten, die mit ihren Veradstelungen viele tausend Synapsen
gleichzeitig erreichen, durch die Abgabe von Gliotransmittern zu einer Synchronisation der
neuronalen Signallibertragungsmuster (des neuronalen ,Feuerns®) fihren kénnen (SEIFERT
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et al., 2006). In welchem Male diese unterschiedlichen astrozytdren Funktionen von allen
Astrozyten oder teilweise nur von bestimmten Subpopulationen bekleidet werden, ist noch
unklar (ZHANG UND BARRES, 2010).

Cytoneme und tunnelformende Nanordhren (tunneling nanotubules, TNTs) sind weitere
relativ neu entdeckte Zell-zu-Zell-Verbindungen, die nicht nur Kommunikationsverbindungen
sind, sondern auch dem interzelluldren Transport dienen (GERDES et al., 2007; SHERER UND
MOTHES, 2008; WANG et al., 2011). Der Durchmesser dieser Kanéle betragt 50 bis 200 nm
und ihre Lange kann mehrere Zelldurchmesser betragen (GERDES et al., 2007). Entlang der
Aullenseite von Cytonemen bzw. Filopodienbriicken konnen Stoffe transportiert werden
wahrend in TNTs Stoffe und Zytoplasmabestandteile (Endoplasmatisches Retikulum (ER),
Golgi, Mitochondrien, Endosomen) innerhalb eines offenen Kanals von Zelle zu Zelle
weitergegeben werden (SHERER UND MOTHES, 2008; WANG et al.,, 2011). Diese Zell-zu-
Zellverbindungen scheinen auch bei der Ausbreitung mancher Viren eine Rolle spielen zu
kénnen (SHERER UND MOTHES, 2008; WANG et al., 2011).

2.1.1.1 Astrozytendifferenzierung in vivo

Astrozyten sind sowohl funktionell als auch morphologisch gesehen eine heterogene
Zellgruppe (JABS et al., 2008; ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; ZHANG UND BARRES, 2010;
LANGE et al.,, 2012). Sie konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Morphologie und
anatomischen Lokalisation in drei Haupttypen eingeteilt werden. Protoplasmatische und
fibrose Astrozyten befinden sich im GroRhirn, Bergmann Gliazellen dagegen ausschlief3lich
im Kleinhirn (WALLRAFF et al., 2004; GOURSAUD et al., 2009; KIMELBERG, 2010; ROWITCH
UND KRIEGSTEIN, 2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA,
2010; ZHANG UND BARRES, 2010; LANGE et al., 2012; PARPURA et al., 2012).

Protoplasmatische Astrozyten (Typ 1-Astrozyten) findet man in der gesamten grauen
Substanz (GOURSAUD et al., 2009; ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; SOFRONIEW UND
VINTERS, 2010; ZHANG UND BARRES, 2010). Sie haben eine flache, polygonale Struktur (FAN
et al.,, 1999) und besitzen jeweils 5-10 Hauptdste, von denen wiederum viele feine
Verastelungen abzweigen (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010) (Tabelle 1). Dies gibt ihnen ein
schwammartiges Aussehen mit einem Netzwerk stark verzweigter Fortsdtze (BUSHONG et
al., 2004; JABS et al., 2008). Mit diesen Fortsatzen stehen Typ 1-Astrozyten in Kontakt mit
BlutgefaBen und umschliefen Synapsen (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; LANGE et al.,
2012). Protoplasmatische Astrozyten werden teilweise auch als elektrophysiologisch passive
Astrozyten bezeichnet, da sie ein lineares Spannungs-Strom-Verhaltnis haben (JABS et al.,
2008; ZHANG UND BARRES, 2010) und groBe zeit- und spannungsunabhangige passive
Membrankanale besitzen (WALLRAFF et al., 2004; JABS et al., 2008). Im Gegensatz zu Typ 2-
Astrozyten zeigen sie eine ausgepragte Gap junction-Kopplung, was sich durch den Nachweis
des Transmembranproteins Connexin 43 darstellen ldasst (WALLRAFF et al., 2004; JABS et al.,
2008; ZHANG UND BARRES, 2010). Eine Hauptaufgabe dieser Astrozyten ist die Aufnahme
von Neurotransmittern, die von Neuronen freigesetzt werden (ANDERSON UND SWANSON,
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2000; SEIFERT et al., 2006; JABS et al., 2008). Zu diesem Zweck besitzen Typ 1-Astrozyten
Glutamattransporter, haben jedoch keine Glutamat-Rezeptoren (WALLRAFF et al., 2004;
JABS et al.,, 2008; ZHANG UND BARRES, 2010), so dass sie auch als GluT-Astrozyten
(Glutamattransporter-Astrozyten) bezeichnet werden (SEIFERT et al.,, 2006; JABS et al.,
2008). Die Transmitteraufnahme wird durch zwei gliaspezifische Glutamattransporter,
EAAT1 und EAAT2, gewahrleistet, die bei Nagern Glutamat-Aspartat Transporter (GLAST)
und Glutamat-Transporter 1 (GLT-1) genannt werden (SEIFERT et al., 2006; JABS et al., 2008).
Tabelle 1 gibt eine Ubersicht zur Differenzierung in Typ 1 und Typ 2-Astrozyten

Fibrose Astrozyten (Typ 2-Astrozyten) kommen in der gesamten weillen Substanz vor und
haben eine rundliche Form mit vielen diinnen faserahnlichen Fortsatzen mit denen sie in
Kontakt mit Ranvierschen Schniirringen stehen (Tabelle 1) (GOURSAUD et al.,, 2009;
ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; ZHANG UND BARRES,
2010; LANGE et al., 2012) und somit offenliegende Axone zwischen benachbarten
Myelinscheiden umhiillen (WOLSWIJK UND NOBLE, 1989). Die Zellen zeigen eine
ausgepragte GFAP-Expression (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; ZHANG UND BARRES,
2010). Aus elektrophysiologischer Sicht kdnnen sie als ,komplexe Astrozyten” bezeichnet
werden (JABS et al., 2008; ZHANG UND BARRES, 2010), da sie spannungs- und zeitabhangige
K* Stréme aufweisen (WALLRAFF et al., 2004; ZHANG UND BARRES, 2010). Typ 2-Astrozyten
exprimieren Glutamatrezeptoren vom AMPA-Typ (ionophore Glutamatrezeptoren)
(VERKHRATSKY UND STEINHAUSER, 2000; WALLRAFF et al., 2004; JABS et al., 2008; ZHANG
UND BARRES, 2010) und erhalten via freigesetztem Glutamat synaptischen Input von
glutamatergen und GABAergen Neuronen (SEIFERT et al., 2006). Sie exprimieren jedoch
keine Glutamattransporter und sind nicht durch Gap junctions gekoppelt, somit zeigen sie
auch keine Connexin 43 Expression (WALLRAFF et al., 2004; JABS et al., 2008; ZHANG UND
BARRES, 2010) und scheinen nicht an der Pufferung von K* und Glutamat beteiligt zu sein
(WALLRAFF et al., 2004). In einigen Veroffentlichungen werden Typ 2-Astrozyten auch als
GluR-Zellen (Glutamatrezeptor-Astrozyten) bezeichnet (SEIFERT et al., 2006; JABS et al.,
2008). Tabelle 1 gibt eine Ubersicht zur Differenzierung in Typ 1- und Typ 2-Astrozyten

Ob Typ 1- wund Typ 2-Astrozyten von gemeinsamen oder unabhangigen
Astrozytenvorlduferzellen gebildet werden, ist noch nicht genau bekannt, neuere
Erkenntnisse deuten jedoch eher auf die Existenz von unabhdngigen Vorlauferzellen hin
(MARIN-PADILLA, 1995; ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; ZHANG UND BARRES, 2010).
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Tabelle 1: Astrozytendifferenzierung in Typ 1- und Typ 2-Astrozyten

Astrozytendifferenzierung

Typ 1-Astrozyten Typ 2-Astrozyten
Morphologie

protoplasmatisch rund mit dlinnen, faser-

(flach und polygonal) artigen Fortsatzen

Lokalisation graue Substanz weilRe Substanz
Kontakt mit Blutgefallen ++ -
Gap Junction-Kopplung ++ -
Connexin 43-Expression ++ -
GLAST-Expression ++ -
GLT-1-Expression + bis ++ -
Glutamatrezeptor-Expression - ++

-: nicht vorhanden; (+): kaum vorhanden; +: geringgradig ausgepragt; ++: mittelgradig bis stark ausgepragt
(Abbildungen von GFAP markierten Typ 1- und Typ 2-Astrozyten aus Goursauld et al., 2009)

2.1.1.2 Astrozytenreifung in vivo

Astrozyten zahlen wie Oligodendrozyten zu den Makrogliazellen und sind
neuroektodermalen Ursprungs (ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010). Es scheinen sowohl
raumlich als auch zeitlich unterschiedliche Mechanismen zur Entwicklung der verschiedenen
Gehirnzellen beizutragen (ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010). Wahrend der embryonalen
Gehirnentwicklung generieren multipotente neurale Stammzellen Neuronen und
Gliavorlauferzellen, die in ihrem Differenzierungspotential weitgehend festgelegt sind
(MANSOUR et al., 2008; CHAN-LING et al., 2009; ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; ZHENG
et al., 2012). Im Laufe dieses Prozesses werden zunachst aus neural precursor cells (NPCs)
Neuronen- und spater Gliazellen gebildet (FREEMAN, 2010; ROWITCH UND KRIEGSTEIN,
2010). Die Mechanismen, die diesem Wechsel von Neurogenese zu Gliogenese
zugrundeliegen, sind bisher noch unzureichend verstanden. Es scheinen aber sowohl
extrinsische Umweltfaktoren von neu generierten Neuronen und andere |6sliche Faktoren
des ZNS als auch intrinsische Faktoren beteiligt zu sein (ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010;
STIPURSKY et al., 2012a; STIPURSKY et al., 2012b).

Die zugrundeliegenden Mechanismen der weiteren Entwicklung und Ausreifung sind fiir die
meisten Zelltypen des ZNS relativ gut verstanden (ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010). Was
die Astrozytenentwicklung angeht ist jedoch vieles unklar. Beispielsweise sind die Gene und
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die Signalwege, die eine immature astrozytare Zelle dazu bringen, sich zu einem maturen
Astrozyten zu entwickeln noch weitgehend unentdeckt (CHAN-LING et al., 2009; FREEMAN,
2010; ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; STIPURSKY et al., 2012b). Gliogenese findet von der
spaten Embryonalphase bis in die neonatale und postnatale Periode statt, wahrenddessen
sich Astrozyten standig teilen (LANGE et al., 2012). Die Astrogenese scheint im Embryo mit
der spaten Phase der radialen Gliazellfunktion verbunden zu sein. Eine genaue
Zeitbestimmung scheitert derzeit jedoch noch haufig am Mangel aussagekraftiger Marker fiir
Astrozytenvorlauferzellen, was es schwierig oder unmoglich macht sie von radialen
Gliazellen zu unterscheiden (ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010). Das extrazelluldre Milieu
beeinflusst wahrend der Gliogenese die Regulation der Transkriptionsfaktoren und
Genexpression und bedingt dadurch eine weitere Ausdifferenzierung der Zellen (LANGE et
al., 2012). Nachdem die Astrozytenspezifikation stattgefunden hat, wandern
Astrozytenvorlauferzellen zu ihrer endglltigen Position, wo sie ihre terminale
Differenzierung  beginnen (ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010). Wahrend der
Astrozytenreifung findet eine Verdanderung der Astrozytenfunktion statt und der
Reifungsgrad beeinflusst in vivo und in vitro sowohl das Transkriptom als auch das Proteom
der Zellen (LANGE et al., 2012). Die Ausreifung von Astrozytenkulturen kann durch den
Nachweis bestimmter Marker untersucht werden (AHLEMEYER et al., 2013).

Neuron cell surface antigen, auch A2B5 genannt, ist ein Gangliosid-Epitop auf der
Plasmamembran von Neuronen, neuroendokrinen Zellen und Gliazellen (DUBOIS-DALCQ,
1987). Der Marker ist unter anderem in oligodendroglialen Vorlauferzellen vorhanden, und
findet sich in immaturen Zellen, die sich entweder zu Typ 2-Astrozyten oder zu
Oligodendrozyten differenzieren (DUBOIS-DALCQ, 1987; ALOISI et al., 1988; MARIN-PADILLA,
1995; YANG UND HERNANDEZ, 2003).

Nestin ist ein grofles Intertmediarfilament-Protein der Klasse IV und dient als Marker
neuronaler Stammzellen (BRAMANTI et al., 2010). Als Bestandteil des Zytoskeletts wird es
vorubergehend auch in immaturen Astrozyten mit GFAP koexprimiert (BRAMANTI et al.,
2010; BRUNET et al., 2010). Auch reaktive, adulte Astrozyten exprimieren erneut Nestin
(BRAMANTI et al., 2010).

Vimentin und glial fibrillary acidic protein (GFAP, Saures Gliafaserprotein) sind Klasse I
Intermediarfilament-Proteine und somit Komponenten des Zytoskeletts (HERRMANN UND
AEBI, 2000). Die Vimentinexpression fdllt bei zunehmender Astrozytenausreifung ab,
wahrend die GFAP-Expression im Zuge der Maturation ansteigt (MANZANO et al., 2007;
BRAMANTI et al., 2010; AHLEMEYER et al., 2013).

S$1008 ist ein EF-Hand calciumbindendes Peptid, das hauptsachlich von Astrozyten gebildet
wird und parakrine und autokrine Effekte auf Neurone und Gliazellen austibt
(ROTHERMUNDT et al., 2003; OHTAKI et al., 2007). Eine weitere wichtige Rolle dieses
Proteins scheint die Forderung einer Entziindungsantwort als Zytokin zu sein. Dies geschieht
durch Bindung an seinen zellularen Oberflachenrezeptor RAGE (receptor of advanced
glycation end products) (OHTAKI et al., 2007). Das Protein ist in eine Vielzahl von zelluldren
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Antworten eingebunden, so beeinflusst es Proteinphosphorylierung, Zellproliferation und
Differenzierung, strukturelle Reorganisation von Membranen, Zytoskelettmodifikationen,
intrazelluldre Kalziumhomdostase und begiinstigt das zellulire Uberleben (OHTAKI et al.,
2007).

In Untersuchungen an Ratten und humanen fetalen Retinae, die aufgrund ihres
gemeinsamen embryonalen Ursprungs als Teil des ZNS gelten, konnten finf Stadien der
Astrozytendifferenzierung unterschieden werden: 1. Astrozytenvorlduferzellen (astrocyte
precursor cells), die A2B5 und Vimentin-positiv sowie GFAP und S100R negativ sind
(MANSOUR et al., 2008; CHAN-LING et al., 2009). 2. Immature perinatale Astrozyten
(immatur perinatal astrocytes), die Vimentin, GFAP und S1008 exprimieren und fir A2B5
negativ sind. Die dritte Gruppe stellen mature perinatale Astrozyten (mature perinatal
astrocytes) dar, die GFAP und S100R exprimieren und negativ fiir Vimentin sind. Das gleiche
gilt fir die 4. Gruppe der jungen adulte Astrozyten (young adulte astrocytes). Bei der 5.
Gruppe, den gealterten Astrozyten (aged astrocytes), findet man dagegen keine Vimentin-
und S1008-, sondern nur noch GFAP-Expression (CHU et al., 2001; CHAN-LING et al., 2009).
Eine Ubersicht gibt Abbildung 1.

Astrocyte Immature Mature Astrocytes Astrocytes

precursor —> perinatal —>» perinatal —>» (young —> (aged)
cells astrocytes astrocytes adults)

A2B5 + A2B5 — A2B5 — A2B5 — A2B5 —

Vimentin + Vimentin + Vimentin — Vimentin — Vimentin —

GFAP +

5100 - S100 + S100 + S100 + S$100 -

Abbildung 1: Astrozytenreifung in vivo (nach CHAN-LING et al., 2009)

Verschiedene Entwicklungsstadien von Astrozyten koénnen mit unterschiedlicher Markerexpression
nachgewiesen werden. + = positiv; - = negativ; Astrozytenvorlduferzellen wurden nach der Studie von Chan-
Ling et al. nur vom embryonalen Tag 16 bis 20 nachgewiesen

BRUNNE et al. (2010) untersuchten die Astrozytenentwicklung und
Reifungsmarkerexpression im Gyrus dentatus von Madausen und kamen hinsichtlich der
Reifungsmarkerexpression von Vimentin, GFAP und Nestin zu dhnlichen Ergebnisse wie
CHAN-LING et al. (2009) und BRAMATI et al. (2010).

2.1.2 Pathophysiologische Bedeutung von Astrozyten

Veranderungen in der Funktion von Astrozyten tragen zur Entwicklung vieler, wenn nicht
aller neurologischen Erkrankungen bei (GIAUME et al., 2010; VERKHRATSKY et al., 2010;
ZHANG UND BARRES, 2010). Ein Verlust der normalen Astrozytenfunktion kann zu
UberschieBenden Entziindungsreaktionen durch Zytokinproduktion, Produktion von
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neurotoxischen reaktiven Sauerstoffspezies, Abgabe von exzitotoxisch wirkendem Glutamat,
Beeintrachtigung der Bluthirnschranke, Verursachung eines zytotoxischen Odems durch
Aquaporin 4-Uberaktivitit oder auch zur Mitverursachung von chronischen, insbesondere
neuropathischen Schmerzen filhren (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010).

Unter reaktiver Astrogliose versteht man ein weites Spektrum von astrozytdren
Veranderungen, die infolge von ZNS-Stérungen und -Infektionen auftreten (MANSOUR et al.,
2008; PUSCHMANN et al., 2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010). Die Verdanderungen
differieren je nach Schweregrad des Insults und reichen von progressiven Modifikationen in
molekularer Expression, Uber fortschreitende zelluldre Hyperplasie bis hin zu
Astrozytenproliferation und Narbenbildung (MANSOUR et al., 2008; PUSCHMANN et al.,
2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010). Potentiell kdnnen Astrozyten dadurch sowohl
Funktionen dazugewinnen als auch verlieren, was sich entsprechend positiv oder nachteilig
auf umliegende neuronale und nicht-neuronale Zellen auswirken kann (SOFRONIEW UND
VINTERS, 2010). Astrozyten konnen Zielzellen fiir ZNS-Infektionserreger sein oder lediglich
auf ihre Anwesenheit reagieren (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010). Glianarben bilden eine
effektive Barriere, um die Ausbreitung von invasiven Mikroorganismen wie Toxoplasma
gondii oder von Mikroabszessen zu verhindern (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010).
Astrozyten kommt auch im Bereich der Glia limitans eine wichtige Rolle bei der Abgrenzung
einer bakteriell oder mykotisch bedingten Leptomeningits zu, wodurch die Entstehung einer
Enzephalitis verhindert wird (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010). Eine ausgepragte reaktive
Astrogliose findet sich auch bei viralen Enzephalitiden, so auch bei der Bornaschen Krankheit
(HERDEN, 2009). Bei Humanen Herpes Virus 6- und T-Lymphotropic Virus Typ-1-Infektionen
sind Astrozyten die Zielzellen (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010). Auch bei der Infektion mit
neurotropen HIV-Stammen kommt es zur Astrozytendysfunktion mit Verlust ihrer
neurosupportiven und neuroprotektiven Funktionen (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010).
Astrozyten tragen aullerdem zur Pathogenese der Herpes simplex und Cytomegalievirus-
Infektion, der Infektion mit dem West Nil Virus und dem Tollwutvirus sowie der Theiler-
Virus-Enzephalomyelitis bei (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; SUN et al., 2015).

Bei akuten ischdamischen Zustinden, wie beim Schlaganfall, kdnnen Astrozyten sowohl
schitzende als auch schadigende Einfllisse ausiiben (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010;
VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ et al., 2011). Dies scheint
auch fur Multiple Sklerose und andere autoimmune ZNS Erkrankungen (SOFRONIEW UND
VINTERS, 2010; STIPURSKY et al.,, 2012b), fir die Alzheimersche Krankheit (SOFRONIEW
UND VINTERS, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ et al.,
2011; LANGE et al., 2012; PARPURA et al., 2012) und fiir Parkinson (VERKHRATSKY UND
PARPURA, 2010; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ et al., 2011; LANGE et al., 2012) zu gelten.

Die selten auftretende friihkindliche Alexander Krankheit ist erwiesenermalien eine primare
Astropathie. Durch eine Mutation des Gens fiir GFAP kommt es zu Astrozytendefekten
(ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010). Auch die
neuropsychiatrischen  Ausfallerscheinungen bei Hepatischer Enzephalopathie (HE)
entstehen primar durch Stérungen der Astrozytenfunktion (SEIFERT et al., 2006; SOFRONIEW
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UND VINTERS, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ et al.,
2011; LANGE et al., 2012).

Im Gehirngewebe von Patienten mit Epilepsie finden sich deutliche strukturelle und
funktionelle Astrozytenveranderungen (SEIFERT et al., 2006; JABS et al., 2008; ROWITCH
UND KRIEGSTEIN, 2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA,
2010; LANGE et al., 2012), was die Krampfenstehung begiinstigt (SOFRONIEW UND VINTERS,
2010). Eine ausgepradgte astrozytire Degeneration und Atrophie (VERKHRATSKY UND
PARPURA, 2010) und ein Verlust der Glutamataufnahmefunktion scheinen zur Pathogenese
der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) beizutragen (SEIFERT et al., 2006; ROWITCH UND
KRIEGSTEIN, 2010; SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; LANGE et al., 2012). Die familiare
halbseitige Migrine vom Typ 2 steht mit Mutationen in der alpha2-Untereinheit der Na*-K*-
ATPase in Verbindung, die hauptsachlich von Astrozyten exprimiert wird (SOFRONIEW UND
VINTERS, 2010). Astrozyten tragen aullerdem zur Pathogenese verschiedener
psychiatrischer Erkrankungen bei. So zeigen Patienten mit Depressionen eine verminderte
Astrozytendichte (SOFRONIEW UND VINTERS, 2010; VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010).
Kirzlich wurde eine gestorte Glutamathomoostase als der hinfliihrende Pathomechanismus
bei Schizophrenie identifiziert und in Verbindung mit einer moglicherweise gestorten
Astrozytenfunktion gebracht (VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010). Unlangst wurde auch bei
neurodegenerativen Erkrankungen die Moglichkeit einer Astrozytenbeteiligung diskutiert
(VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010). Die Erkrankungen sind haufig mit einer Atrophie von
Astrozyten assoziiert, was zur Beeintrachtigung der synaptischen Funktionen und somit zu
frilhen kognitiven Defiziten flihren kdnnte (VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010). Auch bei
verschiedenen Demenzformen scheinen Dysfunktionen oder Degenerationen von
Astrozyten eine Rolle zu spielen (VERKHRATSKY UND PARPURA, 2010).

2.1.3 Primare Astrozytenkulturen

Die grofle Anzahl unterschiedlicher Zelltypen im ZNS erschwert es bei Untersuchungen
zwischen primaren Effekten einer einzelnen Zellpopulation oder sogar einer Einzelzelle und
Wechselwirkungseffekten mit anderen Zelltypen zu unterscheiden. Aus diesem Grund
stellen primdre Astrozytenkulturen wichtige Untersuchungswerkzeuge dar (KIMELBERG,
1983; PUSCHMANN et al., 2010; LANGE et al., 2012). Aufgrund ihrer vielfaltigen biologischen
Funktionen werden Astrozyten in vitro fir viele unterschiedliche Vorhaben benutzt.
Beispielsweise dienen sie als Modell zur Untersuchung biologischer Wachstums- und
Differenzierungssignale  (NOBLE UND MURRAY, 1984; LANGAN UND SLATER, 1991;
AHLEMEYER et al., 2013) oder der Untersuchung von extrazellularen Matrixproteinen, die
von Astrozyten gebildet und freigesetzt werden (BIRAN et al., 1999). Kultivierte Astrozyten
werden auflerdem zur Erforschung ihrer physiologischen Funktionen, z.B. fiir die neuronale
Differenzierung (SCHMALENBACH UND MULLER, 1993; JORDAN et al., 2008; COSTANTINI et
al., 2010; KREMSKY et al., 2012) oder bei der Seneszenz (PERTUSA et al., 2007; COSTANTINI
et al.,, 2010) verwendet. Auch zur Untersuchung der pathophysiologischen Bedeutung von
Astrozyten, beispielsweise bei persistierenden Virusinfektionen eignen sie sich (NAVARRA et
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al., 2004). Primare Astrozytenkulturen wurden bereits erfolgreich zur Untersuchung der
Pathogenese der Bornaschen Krankheit eingesetzt (RICHT UND STITZ, 1992; BILLAUD et al.,
2000; KOSTER-PATZLAFF et al., 2007; PENG et al., 2007; OVANESOV et al., 2008).
Astrozytenkulturen dienen ferner zur Erforschung der Pathogenese der Alzheimerschen-
(TERWEL et al., 2011) und der Parkinsonscher-Krankheit (LANGAN et al., 1995) oder auch zur
Untersuchung von Epilepsie, Amyotropher Lateralsklerose, Schlaganfall und Multipler
Sklerose (SEIFERT et al., 2006; ROWITCH UND KRIEGSTEIN, 2010; SOFRONIEW UND VINTERS,
2010; SIDORYK-WEGRZYNOWICZ et al., 2011; LANGE et al., 2012, 2012). In der Regel ist flr
diese Studien eine Langzeitkultivierung von Astrozyten erforderlich (AHLEMEYER et al.,
2013). Langzeitkultivierte Astrozyten von Ratten unterschiedlichen Alters (KREMSKY et al.,
2012) oder unterschiedlichen Gehirnregionen wie Cortex cerebri, Hippocampus, Cerebellum,
Striatum, Nervus opticus und Riickenmark sind bereits etabliert (MCCARTHY UND VELLIS,
1980; LINDSAY et al., 1982; SCHWARTZ UND WILSON, 1992; REUSS et al., 1998; SILVA et al.,
1999; WEINSTEIN, 2001; YANG UND HERNANDEZ, 2003; BRUNNE et al., 2010).

2.2 BORNASCHE KRANKHEIT

Die Bornasche Krankheit (Borna disease, BD) ist eine seit liber 200 Jahren bei Pferd und
Schaf bekannte Infektion des zentralen Nervensystems. Die zunachst als ,Hitzige
Kopfkrankheit” oder , Seuchenhafte Gehirn-Riickenmarksentziindung” bekannte Erkrankung
wurde schlieBlich nach der gleichnamigen Kreisstadt Borna in Sachsen benannt, in der
zwischen 1894 und 1896 eine schwere Epidemie witete (AUTHENRIETH, 1823; ZWICK,
1939).

Der Nachweis intranukledrer Einschlusskorperchen fihrte bereits 1909 zur Annahme einer
viralen Atiologie (JOST und DEGEN, 1909). Diese These wurde durch die experimentelle
Infektion eines Kaninchens und eines Pferdes durch das bakterienfreie Gehirnhomogenat
eines erkrankten Pferdes bestatigt (ZWICK und SEIFRIED, 1925; ZWICK et al., 1927). Als
atiologisches Agens konnte jedoch erst 1990 das neurotrope Borna disease virus (BDV)
sequenziert werden (LIPKIN et al., 1990). Das behiillte, nicht-segmentierte, einzelstrangige
RNA-Virus mit negativer Polaritdit des Genoms (non-segmented, negativ single-stranded
RNA, NNS RNA) wurde aufgrund einiger biologischer und genetischer Besonderheiten als
erster Vertreter der neuen Familie Bornaviridae innerhalb der Ordnung der Mononegavirales
klassifiziert (LIPKIN et al., 1990; VANDEWOUDE et al., 1990; RICHT et al., 1992; CUBITT et al.,
1994a; DE LA TORRE, 1994; SCHNEIDER et al., 1994a; SCHNEEMANN et al., 1995). Vor einigen
Jahren wurde ein weiterer Vertreter der Familie Bornaviridae, das avidare Bornavirus (ABV),
als Ausloser der Neuropathischen Driisenmagendilatation (proventricular dilatation disease,
PDD) bei Psittaciden und anderen Vogelarten identifiziert (HONKAVUORI et al., 2008;
KISTLER et al., 2008, PAYNE et al., 2012). Mittlerweile sind 14 unterschiedliche ABV
Genotypen bekannt (PAYNE et al., 2012; KUHN et al.,, 2015). Kirzlich wurden weitere
Bornavirusarten bei Reptilien gefunden (GILBERT et al., 2014; STENGLEIN et al., 2014). KUHN
et al. schlugen deshalb 2015 eine neue Klassifikation der Bornaviridae mit Neueinteilung der
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Virusgattungen und Umbenennung der Virusarten vor, die allerdings noch nicht von der ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses) anerkannt wurde. Die neu entdeckten
Viren weisen oft nur eine Homologie von um die 60% im Vergleich zu den klassischen
Saugetier Bornaviren auf (KUHN et al., 2015). Aktuell konnte als neues Virus das , Variegated
Squirrel 1 Bornavirus” bei Bunthérnchen nachgewiesen werden, welches zwischen 2011 und
2013 zu todlich verlaufenden Enzephalitiden bei drei Bunthdrnchenziichtern gefihrt hat
(HOFFMANN et al., 2015).

Das BDV filhrt bei natirlich und experimentell infizierten Tieren zu einer persistierenden,
nicht-zytolytischen Infektion sowie einer nicht-eitrigen Poliomeningoenzephalitis, verursacht
durch virusinduzierte T-zellvermittelte Pathogenitatsmechanismen (ROTT UND BECHT, 1995;
DURRWALD UND LUDWIG, 1997; STAEHELI et al., 2000; HERDEN et al.; in KNIEPE and
HOWLEY, 2013).

Die durch das ABV verursachte PDD ist eine progressive und tddlich verlaufende Erkrankung
domestizierter und wild lebender Psittaciden (HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al.,
2008). Eine nicht-eitrige Entziindung des enterischen, autonomen und zentralen
Nervensystems verursacht neben den fiir die Erkrankung typischen gastrointestinalen
Stérungen und Abmagerung variable neurologische Symptome (WEISSENBOCK et al., 2009;
DELNATTE et al., 2011; HEFFELS-REDMANN et al., 2011; PAYNE et al., 2011).

2.2.1 Wirtsspektrum, Reservoir und geographische Ausbreitung

Die naturliche BDV-Infektion und Erkrankung kommt vor allem bei Pferden und Schafen vor.
Die Erkrankung wurde jedoch sporadisch auch bei anderen Equiden, Rindern und Ziegen,
Kaninchen, bei einem Luchs sowie bei verschiedenen Zootieren (Alpakas, Faultieren,
verschiedene Affenarten und einem Nilpferd) beschrieben (ZWICK, 1939; METZLER et al.,
1978; BODE et al., 1994b; CAPLAZI et al., 1994; ROTT UND BECHT, 1995; DURRWALD UND
LUDWIG, 1997; DEGIORGIS et al., 2000; STAEHELI et al., 2000; JACOBSEN et al., 2010).
Erkrankungsfille bei Haustieren wie Hunden und Katzen sind sehr selten (WEISSENBOCK et
al., 1998).

ABV wurde weltweit bei 34 verschiedenen in Gefangenschaft lebenden Papageienarten
nachgewiesen. Das Virus fand sich auBerdem bei Nicht-Psittaciden wie Kanarienvogeln,
einem Riesentucan sowie bei wildlebenden Wasservogeln wie Canadaginsen und einem
Trompetenschwan (WEISSENBOCK et al., 2009; DELNATTE et al., 2011; HEFFELS-REDMANN
et al,, 2011; PAYNE et al., 2011; 2012).

Die BD der Saugetiere ist in einigen Gebieten Zentraleuropas endemisch (Hessen, Baden-
Wirttemberg, Bayern, Niedersachsen, Thiringen, Sachsen). Weitere Endemiegebiete liegen
in der Schweiz, Osterreich und Liechtenstein (ZWICK, 1939; WEISSENBOCK et al., 1998;
KOLODZIEJEK et al., 2005; DURRWALD et al., 2006). Das Vorkommen von natiirlichen
Erkrankungsfallen aulerhalb der klassischen endemischen Gebiete wird nach wie vor
kontrovers diskutiert. Uber Erkrankungsfille und/oder den Nachweis virusspezifischer
Antikorper bzw. viraler RNA wurde in Frankreich, Tirkei, Australien, USA, China und in
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anderen Landern berichtet (ROTT UND BECHT, 1995; GALABRU et al., 2000; HAGIWARA et
al., 2001; YILMAZ et al., 2002; HERDEN et al.; in KNIEPE and HOWLEY, 2013). DURRWALD et
al. (2006) lassen jedoch Zweifel am korrekten Nachweis von viralen Sequenzen aullerhalb
von Endemiegebieten aufkommen und diskutieren bei einigen Studien die Moglichkeit von
Laborkontaminationen. Das weltweite Vorkommen von ABV gilt dagegen als nahezu
gesichert. Die Erkrankung wurde 2008 erstmals in den USA und Israel beschrieben. Seitdem
wurden Uber ABV-Infektionen in verschiedenen europdischen Liandern, wie Deutschland,
Osterreich, Schweiz, Spanien, Italien, England, Ungarn und Dinemark berichtet. Weitere
Berichte stammen aus Canada, Australien und Japan (HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et
al., 2008; LIERZ et al., 2009; WEISSENBOCK et al., 2009; HEFFELS-REDMANN et al., 2011;
OGAWA et al., 2011).

In einer phylogenetischen Studie von KOLODZIEJEK et al. (2005) wird die hohe Homologie
der Nukleotidsequenzen von 40 Feld-, Vakzine- und Laborstimmen des BDV (mit Ausnahme
von Stamm No/98 aus Osterreich) bestétigt. Die existierenden Sequenzunterschiede kénnen
bestimmten geographischen Regionen zugeordnet werden, in denen das BDV endemisch
vorkommt. Alle BDV-Isolate einer bestimmten Region zeigen untereinander eine deutlich
hohere genetische Homologie als mit BDV-Sequenzen aus anderen Regionen, unabhangig
vom Jahr ihrer Isolierung (1985-1998) und der Wirtsspezies, aus der sie gewonnen wurden
(Pferd, Schaf und Esel). So lasst sich BDV in fiinf genetische Gruppen unterteilen: Stamm V
(urspriinglich aus endemischem Gebiet in Niedersachsen), He/80-Gruppe (urspringlich aus
Baden Wirttemberg), RW-98 Gruppe (v.a. in endemischen Gebieten Bayerns vorkommend),
Stamm Dessau Gruppe (v.a. in Sachsen-Anhalt) und der 6sterreichische Stamm No/98
(KOLODZIEJEK et al., 2005). Die auBergewohnlich starke Sequenzkonservierung ist fir NNS
RNA Viren ungewdhnlich, der Grund fiir diese aullergewoéhnliche Stabilitat ist unbekannt
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b).

Das geographisch limitierte Auftreten bestimmter Feldvirusstamme weist auf das
Vorhandensein eines oder mehrere natlrlicher, ortlich gebundener Erregerreservoire oder
Vektoren hin, die nur in bestimmten Regionen vorkommen (DURRWALD UND LUDWIG,
1997; VAHLENKAMP et al., 2002; KOLODZIEJEK et al., 2005; DURRWALD et al., 2006). BDV-
Antigen und virale RNA wurde bei wildlebenden Feldspitzmausen [Crocidura leucodon,
bicolored white-tothed shrews] in endemischen Gebieten in der Schweiz und in der eigenen
Arbeitsgruppe in Bayern nachgewiesen. Die Tiere zeigten eine disseminierte BDV-Verteilung
ohne offenkundige klinische Symptome und stellen somit ein BDV-Reservoir dar (HILBE et al.,
2006; PUORGER et al., 2010; BOURG et al., 2013).

Die Ansteckung findet vermutlich im Herbst/Winter statt, wenn die Feldspitzmé&use sich
witterungsbedingt vermehrt in Pferde- oder Schafstdllen aufhalten (personliche Mitteilung
CHRISTIANE HERDEN). Die natiirlichen Wirte nehmen das Virus vermutlich tber direkten
Kontakt mit den Exkreten infizierter Spitzmause oder Uber kontaminiertes Futter oder
Trinkwasser auf (Richt et al., 1997b). Nach einer Inkubationszeit von durchschnittlich 2-6
Monaten kommt es zur Erkrankung von Pferden (ROTT UND BECHT, 1995; RICHT et al., 2000;
JACOBSEN et al., 2010; PRIESTNALL et al., 2011). Dies erklart die saisonale Haufung der
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Erkrankungsfalle in April, Mai und Juni (RICHT et al.,, 2000; personliche Mitteilung
CHRISTIANE HERDEN). Das Vorkommen anderer Reservoir-Spezies ist bisher nicht bekannt
und bedarf weiterer Untersuchungen (personliche Mitteilung CHRISTIANE HERDEN).

Bis vor kurzem nahm man an, dass, mit Ausnahme endogener Retroviren, keine viralen
Genabschnitte im Genom von Tieren existieren. Uberraschenderweise konnten kiirzlich
endogene Elemente, die homolog zu BDV-Genen sind, im Genom von Fledermdausen,
Elefanten, Fischen, Lemuren, Nagern, Eichhérnchen, Primaten und Menschen entdeckt
werden. Phylogenetische Analysen weisen darauf hin, dass Bornaviren Primaten bereits vor
40 Millionen Jahren infiziert haben (BELYI et al., 2010; HORIE et al., 2010). Der atiologische
Zusammenhang von BDV und psychiatrischen Erkrankungen beim Menschen (z.B. bei
schweren Depressionen, bipolare Storungen, Schizophrenie und Autismus sowie Chronic
Fatigue Syndrom, AIDS-Encephalopathie, Multiple Sklerose, Motor Neuron Disease und
Glioblastoma multiforme) wird jedoch kontrovers diskutiert. Untersuchungen haben
ergeben, dass bei psychiatrisch erkrankten Patienten signifikant haufiger BDV-spezifische
Serumantikorper beobachtet werden konnten, die jedoch nur zum Teil eine hohe Aviditat zu
BDV-spezifischem Antigen aufweisen (ROTT et al., 1985; RICHT et al., 1993; WALTRIP et al.,
1995; SAUDER et al., 1996; GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b; CHEN et al., 1999; BODE et al.,
2001; BILLICH et al., 2002; STAEHELI, 2002; SCHWEMMLE UND BILLICH, 2004; HORNIG et al.,
2012; HERDEN et al., in KNIEPE and HOWLEY, 2013). Auch die Wertigkeit des Nachweises
von viralem Antigen und virusspezifischer RNA in peripheren Blutmonozyten und im Gehirn
psychisch kranker Patienten wird kontrovers diskutiert (WOLFF et al., 2006; HERDEN et al., in
KNIEPE and HOWLEY, 2013). Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass es sich bei den
Isolaten mit hoher Wahrscheinlichkeit um Laborstamme des BDV und somit vermutlich um
versehentliche Laborkontaminationen handelt. Die klassischen Bornavirusstimme scheinen
nicht humanpathogen zu sein (SCHWEMMILE et al., 1999; STAEHELI et al., 2000; STAEHELI,
2002; PLANZ et al., 2003; HOFER et al., 2006; DURRWALD et al., 2007). Kiirzlich wurde ein
neuartiges Bornavirus bei Bunthérnchen und ihren an Enzephalitis verstorbenen Zlichtern
nachgewiesen, welches sich deutlich von den bisher bekannten Bornaviren unterscheidet
(HOFFMANN et al., 2015).

Experimentell ldsst sich BDV auf ein bemerkenswert weites und phylogenetisch
unterschiedliches Wirtsspektrum Ubertragen, welches von Vogeln lber Nager bis hin zu
nicht-humanen Primaten reicht (RUBIN et al., 1993; ROTT UND BECHT, 1995; RICHT et al.,
1997b; STAEHELI et al.,, 2000; DE LA TORRE, 2002a). BDV fihrt nach einer variablen
Inkubationszeit zu unterschiedlichen Infektionsverldaufen, die von der Wirtsspezies, dem
Immunstatus und dem Alter des Wirtes, der Infektionsroute und dem jeweiligen Virusstamm
abhdngen (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a). Hochempfanglich fiir eine experimentelle BDV-
Infektion mit typischen neurologischen Symptomen sind Kaninchen, Meerschweinchen und
Lewis-Ratten (ROTT UND BECHT, 1995). Eine asymptomatische Infektion mit Viruspersistenz
zeigt sich dagegen bei bestimmten Mausstammen, Hamstern, Frettchen und black hooded
Ratten (HERZOG et al., 1991; ROTT UND BECHT, 1995; HALLENSLEBEN et al., 1998).
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2.2.2 Klinik bei natiirlich infizierten Tieren

Die Inzidenz der BD ist heutzutage mit weniger als 100 erkrankten Pferden und Schafen im
Jahr deutlich geringer als zur Zeit der Seuchenziige gegen Ende des 19. Jahrhunderts
(MULLER-DOBLIES et al., 2004; DURRWALD et al., 2006). In gemischten Haltungsformen mit
Pferden, Schafen und Rindern sowie in Stdllen mit geringeren Hygienestandards kommt es
haufiger zu BD-Erkrankungen (DURRWALD et al., 2006). Das Vorkommen BDV-spezifischer
Antikorpern bei klinisch gesunden Pferden in Deutschland liegt bei durchschnittlich 11,5%. In
endemischen Gebieten liegt die Seropravalenz bei 22,5% und erreicht bis zu 50% in Stéllen,
in denen bereits BD Erkrankungen aufgetreten sind. Klinisch inapparente Infektionen
kommen somit sowohl bei Pferden als auch Schafen haufiger vor (RICHT et al., 2000;
MULLER-DOBLIES et al., 2004; DURRWALD et al., 2006). Der Grund fiir die Diskrepanz
zwischen der hohen BDV-Seropravalenz und der geringen BD-Inzidenz von etwa 0,02% bis
0,04% ist bisher nicht bekannt (RICHT et al., 2000). Moglicherweise spielen Alter der Tiere,
Immunstatus, genetischer Hintergrund sowie der Virusstamm und/oder die Infektionsdosis
und das Vorkommen der Reservoirwirte eine Rolle (CARBONE et al., 1987; RICHT et al., 2000;
HERDEN, 2009).

Kommt es zum Ausbruch der Erkrankung, so sterben die Tiere in 90% der Falle innerhalb von
1 — 4 Wochen nach Auftreten erster neurologischer Symptome (RICHT et al., 2000).
Genesung oder rezidivierende Krankheitsverlaufe sind dagegen seltener anzutreffen. Einige
Tiere entwickeln jedoch einen chronischen Krankheitsverlauf mit viraler Persistenz
(DURRWALD UND LUDWIG, 1997).

Neurologische Symptome bei erkrankten Pferden variieren abhangig von der betroffenen
Gehirnregion und dem Verlauf der Erkrankung. Typischerweise treten, verursacht durch die
nicht-eitrige Meningoenzephalitis, gleichzeitige oder aufeinanderfolgende Verdanderungen
der Psyche, des Sensoriums, der Sensibilitdit, der Motorik und des autonomen
Nervensystems auf (ZWICK, 1939; DURRWALD UND LUDWIG, 1997). Daneben wurde iiber
atypische Symptome berichtet, die moglicherweise mit BD in Zusammenhang stehen
konnten. Dazu zdhlen Verhaltensstérungen, Gangstérungen, chronische Lahmheit,
rezidivierende Kolik und Abmagerung bis hin zur Kachexie (BODE et al., 1994a; BERG, 1999;
DURRWALD et al., 2006). Schafe haben dhnliche klinische Symptome wie Pferde und zeigen
Verhaltens- und Bewegungsstorungen (CAPLAZI et al., 1994). Die Mortalitatsrate betragt bei
BDV erkrankten Schafen 50% (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b).

2.2.3 Klinik bei experimentell infizierten Lewis-Ratten

Der Krankheitsverlauf experimentell infizierter Ratten ist abhdngig von der verwendeten
Viruspassage und dem Rattenstamm (NARAYAN et al., 1983a; HERZOG et al., 1984; HERDEN
et al.,, in KNIEPE and HOWLEY, 2013). Die BDV-Empfanglichkeit von Ratten ist genetisch
beeinflusst. Wistar Ratten und black-hooded Ratten sind wesentlich weniger empfanglich als
Lewis-Ratten (HIRANO et al.,, 1983; CIZZA UND STERNBERG, 1994). Aufgrund ihrer
Empfanglichkeit stellen Lewis-Ratten das klassische Tiermodell zum Studium der
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Pathogenese und der Immunpathogenese der BDV-Infektion dar (NARAYAN et al., 19833;
HERZOG et al., 1984; HERDEN et al., in KNIEPE and HOWLEY, 2013).

Adult infizierte Lewis-Ratten entwickeln ca. 10-20 Tage nach intrazerebraler Infektion
typischerweise eine persistente Infektion mit nicht-eitriger Meningoenzephalitis und
biphasischem Verlauf der klinischen und neurologischen Symptomen (NARAYAN et al.,
1983a; HERZOG et al., 1984; CARBONE et al., 1987; GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b; HERDEN
et al., 2000; WERNER-KEISS et al., 2008; SOLBRIG, 2010). Der Beginn der klinischen
Symptome korreliert dabei mit dem Auftreten entziindlicher Veranderungen im ZNS
(NARAYAN et al., 1983a; GOSZTONYI UND LUDWIG, 1995; HERDEN, 2009; HERDEN et al., in
KNIEPE and HOWLEY, 2013).

Initial zeigen die Tiere Hyperaktivitat, Aggressivitdit und Ubersteigerte Schreckhaftigkeit,
teilweise treten auch Paralysen auf (NARAYAN et al., 1983a). Nach dieser akuten Phase
beginnt ab dem ca. 60. Tag p.i. (post infectionem, nach Infektion) das chronische Stadium der
Erkrankung, das durch Somnolenz, Apathie, Paralyse, Ataxie, stereotypem Verhalten und
Automutilisation gekennzeichnet ist. Bis ca. dem 100. Tag p.i. zeigen die Tiere zunehmende
Erblindung (NARAYAN et al., 1983a; HERDEN et al., 2000; SOLBRIG, 2010). Abhangig von der
verwendeten Viruspraparation kdnnen bis zu 100% der Ratten eine Obesitas mit einem im
Vergleich zu gesunden Tieren bis zu dreifach erhéhten Koérpergewicht entwickeln. Eine
Obesitas kann auch ohne vorherige neurologische Symptome auftreten (HERDEN et al.,
2000).

Im Gegensatz zu adulten Ratten zeigen neonatal infizierte Ratten (PTI-NB: ,persistent,
tolerant infection oft the new-born“) eine persistente BDV-Infektion ohne typische klinische
Symptome und entziindliche Verdanderungen im Gehirn aber mit einer disseminierten
Virusausbreitung in allen Organen. Diese lebenslange BDV-Persistenz mit hohen Virustitern
im Gehirn resultiert in hippocampalen und cerebellaren Dysgenesen (CARBONE et al., 1987;
GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b; MORALES et al., 1988; SOLBRIG, 2010). Sie sind kleiner als
ihre nicht infizierten Wurfgeschwister und zeigen geringgradige Verhaltensstdorungen, die
sich als kognitive, emotionale und soziale Defizite duRRern. Die Verdanderungen im Kleinhirn
aulern sich als milde motorische Koordinationsstérungen und Defizite in den Haltungs- und
Stellreaktionen (DITTRICH et al.,, 1989; CARBONE et al., 1991a; BAUTISTA et al., 1994;
HORNIG et al., 1999; PLETNIKOV et al., 1999; PLETNIKOV et al., 2002; LANCASTER et al.,
2007).

Die meisten adulten Mausstamme entwickeln trotz Inokulation hoher Virustiter keine
Enzephalitis. Interessanterweise kann die Erkrankung bei einigen Mausstammen durch
Infektion neonataler Mause hervorgerufen werden (HALLENSLEBEN et al., 1998). Die
Ursache fir den unterschiedlichen Verlauf der BDV-Infektion in adulten versus
neugeborenen Mausen und versus Ratten war lange unklar (HAUSMANN et al., 2005). Ein
Zusammenhang mit Speziesunterschieden und deren antiviraler Effektivitdit von IFN-y
gegeniber BDV wird vermutet (SOLBRIG, 2010).
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2.2.4 Ubertragung und Infektionsweg

Die experimentelle BDV-Infektion adulter Ratten wurde bisher durch intracraniale oder
intranasale Virusinokulation vorgenommen. Bei allen Infektionswegen scheint das Virus in
terminale Nervenenden einzudringen und sich in erster Linie intraaxonal und transsynaptisch
auszubreiten (CARBONE et al., 1987, MORALES et al., 1988; GOSZTONY! UND LUDWIG,
1995). CARBONE et al. (1987), MORALES et al. (1988) sowie SAUDER und STAEHELI (2003)
zeigten bei Ratten, dass eine intranasale Infektion Uber olfaktorische Nervenfasern am
ehesten der natiirlichen BDV-Infektionsroute entspricht.

Nach Ansteckung mit dem BDV erfolgt die initiale Amplifikation dabei zundchst im
olfaktorischen System (MORALES et al., 1988). Danach findet die weitere Virusausbreitung in
zahlreiche Bereiche des Dienzephalons und Telenzephalons statt (z.B. Hypothalamus,
Thalamus, Cortex und Hippocampus). Letztendlich wird ein ahnlich disseminiertes
Verteilungsmuster wie nach intra cranialer (i.c.) Infektion erreicht (MORALES et al., 1988;
SAUDER UND STAEHELI, 2003). Nach der Besiedelung des ZNS gelangt das BDV in das
periphere Nervensystem und die Retina (NARAYAN et al., 1983b; CARBONE et al., 1987;
MORALES et al., 1988; HERDEN et al., 2000; HERDEN, 2009). Inmunkompetente adulte BDV-
infizierte Tiere scheiden kein infektioses Virus aus, bei ihnen bleibt die BD-Infektion streng
neurotrop (HERZOG et al., 1984; MORALES et al., 1988; SAUDER UND STAEHELI, 2003).

Bei neonatal infizierten Ratten kann infektioses Virus und virales Antigen dagegen in den
Zellen fast aller Organe gefunden werden, darunter z.B. Speicheldriise, nasale Mukosa,
Darm, Niere und Harnblase. Es wird tGber Tranen, Saliva und Urin ausgeschieden (HERZOG et
al., 1984; MORALES et al., 1988). Neugeborene, experimentell infizierte Ratten sind in der
Lage, die Erkrankung auf ihr Muttertier zu tGbertragen, wobei diese erst nach 3-5 Monaten
erkranken (HERZOG et al., 1984; MORALES et al., 1988). Vermutlich scheiden die persistent
infizierten Jungtiere in sehr jungem Alter noch keine Viruspartikel aus (SAUDER UND
STAEHELI, 2003). Offenbar scheint das BDV in den spateren Infektionsstadien zentrifugal
Uber anterograden axonalen Transport in peripheren Nerven in die Gewebe und
Ausscheidungsorgane transportiert zu werden (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b).

2.2.5 Pathogenese

BDV fiihrt bei natiirlich und experimentell infizierten Tieren zu einer persistierenden, nicht-
zytolytischen Infektion. Die klinische Erkrankung entsteht dabei nicht durch die
Virusreplikation selbst, sondern durch virusinduzierte, immunpathologische Mechanismen,
die einer Hypersensibilitatsreaktion vom verzégerten Typ (Typ IV) entsprechen (STITZ et al.,,
2002). Histopathologische Veranderungen nach BDV-Infektion sind bei allen Sdugetieren
nahezu identisch und betreffen hauptsachlich die graue Substanz des Gehirns und des
Rickenmarks. Die schwere nicht-eitrige Poliomeningoenzephalitis und Myelitis ist durch
perivaskulare und parenchymale mononukleare Infiltrate gekennzeichnet, die aus CD4+ und
CD8+ T-Zellen und Makrophagen bestehen. Zu spateren Zeitpunkten p.i. sind auch vermehrt
Plasmazellen und B-Lymphozyten zu finden. Haufig besteht begleitend eine Aktivierung von
Astrozyten und Mikroglia (RICHT et al., 1997b; HERDEN et al., 2000; ALGERMISSEN, 2010).
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Die pathognomonischen intranukledren ,Joest-Degen” Einschlusskoérperchen in Neuronen
und Astrozyten findet man heute seltener (JOEST und DEGEN, 1911; HERDEN et al. 1999;
ALGERMISSEN, 2010). Hauptsachlich betroffene Gehirnregionen sind Bulbus olfactorius,
Cortex cerebri, Nucleus caudatus, Thalamus, Hippocampus und die periventrikuldaren
Bereiche der Medulla oblongata (HERDEN et al., 1999; ROTT UND BECHT, 1995; CAPLAZI
UND EHRENSPERGER, 1998). Die entzlindlichen Veranderungen im ZNS erreichen zwischen
dem 30. und 40. Tag nach Infektion (day post infection, dpi) ihr Maximum. In der spaten
Phase der Erkrankung nehmen bei adulten Lewis-Ratten die entziindlichen Infiltrate trotz
disseminierter Virusausbreitung im ZNS ab (NARAYAN et al., 1983a; GOSZTONYI UND
LUDWIG, 1995; HERDEN, 2009). Die Retina von betroffenen Pferden ist trotz des positiven
viralen Antigennachweises mikroskopisch meist unverandert, was auf das Vorliegen einer
zentralen Blindheit hindeutet (HERDEN et al., 1999). Im Gegensatz dazu entwickeln BDV-
infizierte Ratten und Kaninchen typischerweise Blindheit, die durch eine nicht-eitrige
Chorioretinitis mit Degeneration von Zapfen und Stabchen verursacht wird (NARAYAN et al.,
1983a).

BDV kann mit zelluldren Proteinen und Signalkaskaden interagieren und ist zu einer
Induktion der antiviralen Interferonantwort fahig (GONZALEZ-DUNIA et al., 2005). Zytokine
spielen in der Pathogenese der BD eine wichtige Rolle. Nach BDV-Infektion
immunkompetenter Ratten zeigt sich eine Aufregulierung der proinflammatorischen
Zytokine TNF, IL-1a, IL-G und Interferon y (STITZ et al., 1995; HATALSKI et al., 1998b). Die
Entziindung im ZNS geht in der spaten Phasen der Erkrankungen trotz Viruspersistenz zuriick
(NARAYAN et al.,, 1983a; HATALSKI et al., 1998b). Moglicherweise wird dies durch einen
Wechsel von einer Thil- zu einer Th2-Immunantwort verursacht, was den Ubergang von der
akuten in die chronische Erkrankungsphase bewirken konnte (HATALSKI et al., 19983,
1998b).

2.3 BORNA DISEASE VIRUS (BDV)

2.3.1 Aufbau des Virus

Beim BDV handelt es sich um ein behiilltes, nicht-segmentiertes, einzelstrangiges RNA-Virus
negativer Polaritadt, das entfernt mit Rhabdo-, Paramyxo- und Filoviren verwandt ist (BRIESE
et al., 1994; CUBITT et al., 1994a; DE LA TORRE, 1994).

Als einziges Virus unter den NNS RNA-Viren der Tiere benutzt das BDV den Zellkern als Ort
flir seine Transkription und Replikation (BRIESE et al., 1992; DE LA TORRE, 1994;
SCHNEEMANN et al., 1995). Als weitere Besonderheit innerhalb der Ordnung der
Mononegavirales  zeigt das BDV  (berlappende Transkriptionseinheiten  und
Transkriptionssignale, ein Uberlappen der offenen Leseraster, Uberlesen von Transkriptions-
Stoppsignalen sowie posttranskriptionelles RNA-SpleifRen (DE LA TORRE, 2002b). Diese
Besonderheiten haben zur Einordnung des BDV in die Familie Bornaviridae gefiihrt (PRINGLE,
1996; HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al., 2008; KUHN et al. 2015).
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Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen von zellfreien Extrakten BDV-infizierter
Zellkulturen konnten Viruspartikel dargestellt werden. Das BDV ist ein kugeliger, behillter
Partikel mit einem 50-60 nm groRRen elektronendichten Kern und einem Gesamtdurchmesser
von ca. 80-130 nm (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b; SCHNEIDER et al., 1997a; KOHNO et al.,
1999). Das helikale Nukleokapsid ist etwa 4 nm breit. Die Lipidhille enthalt ca. 7 nm lange
spikedhnliche Projektionen, die das BDV-Glykoprotein (BDV-GP) darstellen sollen (Abbildung
2) (ZIMMERMANN et al., 1994; GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b; SCHNEIDER et al., 19973;
KOHNO et al., 1999; PEREZ et al., 2001). Wie auch andere Vertreter der NNS RNA-Viren mit
linearem Genom verfligt das BDV (iber einen viralen Polymerase-Komplex. Dieser
transkriptorisch aktive RNP-Komplex (Ribonukleoprotein-Komplex) besteht aus dem
Nukleoprotein (BDV-N), dem Phosphoprotein (BDV-P) und der Polymerase (BDV-L)
(PATTNAIK et al., 1992; PEREZ et al., 2003; SCHNEIDER et al., 2004b; MAYER et al., 2005). Das
Matrixprotein (BDV-M) ist an der inneren Schicht der Hillmembran des Virions lokalisiert
(KRAUS et al., 2001; KRAUS et al., 2005) und soll sowohl mit dem RNP-Komplex als auch mit
dem Glykoprotein interagieren (MARTIN UND HELENIUS, 1991; GAROFF et al., 1998; CHASE
et al., 2007). Das BDV ist als behiilltes Virus sensitiv fiir organische Losungsmittel, UV-Licht
(inaktiviert nach 30 Sekunden) und Detergentien (DANNER UND MAYR, 1979; DE LA TORRE,
1994; HERDEN et al., in KNIEPE and HOWLEY, 2013).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines BDV-Partikels (nach POROMBKA, 2006)

2.3.2 Genomorganisation und Regulation der Genexpression

Die virale RNA (VRNA) hat eine GroRRe von etwa 8900 Nukleotiden (BRIESE et al., 1994;
CUBITT UND DE LA TORRE, 1994; DE LA TORRE, 1994). Die RNA-abhangige RNA Polymerase
(BDV-L) katalysiert die virale Replikation und produziert so komplementiare RNA (cRNA,
+ssRNA). Im Rahmen der Transkription katalysiert sie die Entstehung von 3"-polyadenylierten
und mit einer 5’-Kappe versehenen primdren Transkripten (subgenomische RNAs, mRNAs)
unterschiedlicher GroRe (DE LA TORRE, 1994).

Die cRNA des Virus besteht aus 3 Transkriptionseinheiten (I-1ll) mit mindestens sechs
offenen Leserastern (,,open reading frame“, ORF) und weist die typische 3'- 5’-Orientierung
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der Mononegavirales auf. (BRIESE et al., 1994; NOWOTNY UND KOLODZIEJEK, 2000;
PLESCHKA et al., 2001) (Abbildung 3).

Die Uberwiegend polycistonischen Transkriptionseinheiten werden durch drei
Transkriptionsinitationssignale (Startsignale S1 — S3) und mindestens vier Polyadenylierungs-
/Terminations-Signale (Stoppsignale T1- T4) gebildet, die zum Teil Gberlappen (BRIESE et al.,
1994; SCHNEEMANN et al., 1994) (Abbildung 3). Die Nutzung eines fiinften Stoppsignals (t6)
konnte bisher nicht bewiesen werden (BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 2001; HERDEN,
2009). Die erste und die zweite Transkriptionseinheit Gberlappen, so dass das Startsignal 52
stromaufwarts des Stoppsignals T1 liegt (BRIESE et al.,, 1994; CUBITT et al., 1994a;
SCHNEEMANN et al.,, 1994; POENISCH et al., 2008). Das Uberlesen (readthrough) von
Stoppsignalen ist eine charakteristische Eigenschaft des BDV und fihrt zur Generierung von
primadren subgenomischen RNA-Transkripten von 1,2 kB (S1-T1) und 1,9 kB (S1-T2), 0,8 kB
(52-T2) und 3,5 kB (S2-T3), 2,8 kB (S3-T3) sowie 7,2 kB (S3-T4) (siehe Abbildung 3)

Von der Transkriptionseinheit | wird als einziges monocistonisches Produkt das 1,2 kB
Transkript generiert (BDV-N mRNA). Es enthadlt den ORF | zur Translation des BDV-
Nukleoproteins (p40/p38, BDV-N) (BRIESE et al.,, 1994; SCHNEEMANN et al.,, 1994,
SCHNEIDER et al., 1994b; KOBAYASHI et al., 1998). Durch gelegentliches Ignorieren des T1
Stoppsignals entsteht das 1,9 kB lange Transkript, welches ORF I, ORF Il und ORF X enthalt.
Dadurch kénnen vermutlich die Mengen an BDV-P und BDV-X feinreguliert werden, welche
wiederum die Polymeraseaktivitat beeinflussen (POENISCH et al., 2008)

Transkriptionseinheit Il ist bicistonisch und generiert das 0,8 kB grof3e Transkript, welches
die Uiberlappenden ORF Il und ORF X zur Translation von BDV-Phosphoprotein (p24, BDV-P)
und X-Protein (p10, BDV-X) enthalt. Das AUG-Startcodon zur Translation von X scheint nicht
gespleillt zu werden (BRIESE et al., 1994; SCHNEEMANN et al., 1994; WEHNER et al., 1997).
Stattdessen scheint die Expression von X und P durch Uberlesen (leaky ribosomal scanning)
von stromaufwarts gelegenen Startcodons reguliert zu werden (SCHNEIDER et al., 1997b;
WEHNER et al., 1997).

Von der Transkriptionseinheit Ill werden je nach Nutzung der Stopcodons (S3 — T3/T4) die
primdren 2,8 und 7,2 kB groRen Transkripte generiert. Das 2,8 kB Transkript enthalt die ORFs
Il und IV; das 7,2 kB grofde Transkript ORF Ill, ORF IV und ORF V. ORF Il kodiert fiir das
Matrixprotein M (p16, BDV-M), ORF IV fir das Glykoprotein GP (gp94, BDV-GP) und ORF V
am 3°-Ende der BDV-cRNA fiir die RNA-abhangige RNA-Polymerase L (p180/190, BDV-L). (DE
LA TORRE, 1994; SCHNEEMANN et al., 1995; WEHNER et al., 1997; WALKER et al., 2000;
WOLFF et al., 2000; DE LA TORRE, 2002a, 2002b; TOMONAGA et al., 2002). Die primdren
Transkripte werden durch alternatives Spleilen modifiziert, um die Expression von BDV-M,
BDV-GP und BDV-L cotranskriptionell zu regulieren (CUBITT et al., 1994b; DE LA TORRE,
1994; SCHNEEMANN et al., 1994; SCHNEIDER et al., 1994b; JEHLE et al., 2000; TOMONAGA
et al., 2000; DE LA TORRE, 2002b; TOMONAGA et al., 2002; SCHNEIDER, 2005). Insgesamt
sind drei verschiedene Introns (I-1ll) enthalten. Intron | (nt 1932 bis 2025; 93 Nukleotide lang)
liegt im ORF Il des BDV-M, Intron Il (nt 2410 bis 3703, 1293 Nukleotide lang) im ORF IV des
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BDV-GP (DE LA TORRE, 1994; TOMONAGA et al., 2002). (Abbildung 3). Die priméaren 2,8 und
7,2 kB groBen Transkripte flihren zur Translation von BDV-M (BDV-M mRNA; BDV-Intron |
haltige +ssRNA). Die Expression von BDV-GP setzt dagegen in der Regel das Spleillen von
Intron | voraus, wodurch subgenomische RNAs mit 2,7 bzw. 7,1 kB GroRe entstehen. BDV-GP
mRNA ist also strenggenommen nur BDV-Intron Il haltige +ssRNA, die gleichzeitig Intron |
gespeildt ist. Nur ein sehr kleiner Anteil BDV-GP soll von Intron | haltiger subgenomischer
RNA durch Uberlesen des AUG-Codons fiir die BDV-M Synthese (leaky ribosomal scanning)
hergestellt werden (SCHNEIDER et al., 1997b; JEHLE et al., 2000). Vereinfacht wird in der
vorliegenden Arbeit von BDV-GP mRNA gesprochen, ohne lber den genauen SpleiRzustand
informiert zu sein. ORF V fir die BDV-L Synthese entsteht durch Spleifen von Intron Il in
Transkripte, die an T4 enden. Offenbar scheint auch fiir eine effiziente BDV-L-Synthese das
zusatzliche SpleiRen von Intron | noétig zu sein (SCHNEIDER, 2005). Die Nutzung des
potentiellen Intron Il (nt 2410 bis 4559) wird kontrovers diskutiert. SpleiRen dieses Introns
und Uberlesen des Stoppsignals t6 soll zur Expression von zwei zusétzlichen BDV Proteinen
fihren. Da die splice acceptor side des Introns beim BDV-Isolat No/98 nicht konserviert ist,
scheinen die potentiellen Genprodukte zumindest keine wichtige Aufgabe zu haben (BRIESE
et al., 1994; TOMONAGA et al., 2000; CUBITT et al., 2001; PLESCHKA et al., 2001).

Im Gegensatz zu anderen nicht-segmentierten, einzelstrangiges RNA-Viren negativer
Polaritat hat das BDV keine spezifischen intergenetischen Regionen, sondern besitzt
groRtenteils Giberlappende ORFs (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; GONZALEZ-DUNIA et al.,
1997b). Die Transkription des BDV-Genoms erfolgt vom 3’- zum 5°-Ende und folgt, wie auch
bei anderen Mononegavirales, einem absteigendem Transkriptionsgradienten. Dadurch
werden BDV-N und BDV-P von allen viralen Proteinen am meisten exprimiert, wahrend BDV-
GP nur in 1-10% der infizierten Zellen nachweisbar ist (RICHT et al.,, 1998; DE LA TORRE,
2002b).

An den Genomenden finden sich kurze, nicht-kodierende 3’-leader und 5 -trailer-Sequenzen.
Diese komplementaren Sequenzen besitzen sogenannte inverted terminal repeats (IRT), die
Promotoren fiir die virale Replikation und Transkription enthalten (CUBITT et al., 1994a;
SCHNEIDER et al., 2005).

Die komplementadre antigenomische RNA dient als Vorlage fiir die de novo Synthese von
genomischer RNA wahrend des Replikationszyklus (DE LA TORRE, 1994; POROMBKA et al.,
2008a). Bei anderen Mononegavirales reguliert das Verhaltnis oder die Menge jedes
Virusproteins den Wechsel von Transkription zur Produktion des komplementaren
Antigenoms oder des Genoms. Eine regulatorische Funktion wird auch fir das molekulare
Verhaltnis von BDV-N und BDV-P und fir BDV-X angenommen (TOMONAGA et al., 2002;
POENISCH et al., 2004).

22



LITERATURUBERSICHT

Genom-
organisation

dEmErTa— R

1,9kB >
Primare 08/35kB ‘gi, .
Transkripte < T 7
7,2kB L L
\
( ungespleifite oder R
Post- Intron Il gespleifte RNA g
transknp’gonell Intron | gespleifite RNA >
gespleilte <
Transkripte Intron Il und Intron | ] L |

gespleiRte RNA %W\

\

Abbildung 3: Schematische Darstellung des BDV-Genoms und seiner subgenomischen
Transkripte (modifiziert aus POROMBKA, 2006, nach DE LA TORRE, 2002b)

ORFs I-V und ORF X= verschiedenfarbige Rechtecke in der BDV cRNA, sie kodieren fiir: N = Nukleoprotein; X = X-
Protein (Nichtstrukturprotein); P = Phosphoprotein; M = Matrixprotein; GP = Glykoprotein; L = L-Protein, RNA-
abhangige RNA Polymerase. Position der Startsignale = blaue Pfeile (S1-S3). Position der Stoppsignale = rote
Marken (T1-T4, t6). Intron I-lll = graue Marken. Nach oben offene Kerben und Scherensymbol = Fehlen der
Introns in den subgenomischen RNAs (post-transkriptionell gespleiRte Transkripte). Die GréRe der priméaren
Transkripte ist links neben den subgenomischen RNAs angegeben.

2.3.3 Proteine des BDV

2.3.3.1 Hiillproteine (BDV-M, BDV-GP)

Das Matrixprotein (BDV-M) ist ein Produkt des ORF Il des BDV und besteht aus 142
Aminosauren (BRIESE et al., 1994; CUBITT et al., 1994a; KLICHE et al., 1994; KRAUS et al.,
2001). Das 16,200 kDa groRRe Protein formt nicht-kovalent verbundene Tetramere und
Octamere und zahlt zu den nicht-glykosilierten Matrixproteinen. BDV-M ist an der inneren
Schicht der Hillmembran des Virions lokalisiert (KRAUS et al., 2001; KRAUS et al., 2005).
Matrixproteine behillter RNA-Viren interagieren einerseits mit dem RNP-Komplex,
andererseits aber auch mit zelluldaren Membranen und viralen Hillproteinen und dienen
gewissermalien als ,Klebstoff” zwischen Membran und Nukleokapsid (MODROW, 2010;
LILJEROOS und BUTCHER, 2013), dies wird auch fiur das BDV-M vermutet (MARTIN UND
HELENIUS, 1991; GAROFF et al., 1998; CHASE et al., 2007; NEUMANN et al., 2009). Firr das
BDV-M wird ebenso wie fiir die Matrixproteine des humanen Immundefizienz Virus (HIV),
und die des Ebola und Lassa Virus eine Beteiligung beim Zusammenbau und der Freisetzung
reifer Viruspartikel angenommen (KRAUS et al.,, 2001; KRAUS et al., 2005; LILJEROOS und
BUTCHER, 2013). Eventuell spielt das BDV-M eine Rolle fiir die Aufrechterhaltung der viralen
Form (GAROFF et al., 1998; KRAUS et al., 2005). Im Gegensatz zum Matrixprotein des
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Tollwutvirus scheint das BDV-M die virale Transkriptionsaktivitdt nicht herabzusetzen
(MAYER et al., 2005; CHASE et al., 2007). Sowohl in vitro als auch bei BDV-infizierten Lewis-
Ratten findet sich BDV-M vorwiegend im Zytoplasma der infizierten Zelle, wo es seiner
Funktion beim Viruszusammenbau und der Knospung nachkommen kann (KRAUS et al.,
2005; CHASE et al., 2007; HERDEN, 2009).

In vitro ist BDV-M im Kern mit BDV-P und X, vermutlich im Nukleolus, kolokalisiert (CHASE et
al., 2007). Moglicherweise ist es, ahnlich wie das Matrixprotein von Influenzaviren, am
nukledaren Export beteiligt (MARTIN UND HELENIUS, 1991; HERDEN, 2009).

Erste BDV-M-positive Zellen finden sich bei infizierten Lewis-Ratten ab Tag 7 p.i.. Die
Expression erreicht ihr Maximum zwischen Tag 31 und 50 p.i. und nimmt danach wieder ab
(POROMBKA et al., 2008a; WERNER-KEISS et al., 2008; HERDEN, 2009). Die Abnahme der
BDV-M-Expression korreliert dabei mit einer verstarkten Kernretention der kodierenden
mMRNA (BDV-Intron | +ssRNA) ab Tag 42 (POROMBKA et al., 2008a; HERDEN, 2009).

Generell findet sich BDV-M im infizierten Rattengehirn in Neuronen, Astrozyten,
Oligodendrozyten und Ependymzellen und liegt disseminiert in allen Gehirnregionen vor.
Das Protein zeigt jedoch eine Praferenz flir Ammonshorn (CA3-Region), Cortex cerebri und
Thalamus (WERNER-KEISS et al., 2006). Es erweisen sich allerdings iiber die Zeit deutliche
zellspezifische Unterschiede der BDV-M-Expression. In der akuten Infektionsphase findet
sich BDV-M vorwiegend in kleinen und groen Neuronen. In der chronischen Phase nimmt
die Expression in Astrozyten deutlich zu, wahrend sie in kleinen Neuronen annahernd gleich
bleibt und in groRBen Neuronen stark abnimmt (HERDEN, 2009). Faktoren, die zu dieser
verstarkten Expression in Astrozyten fiihren, sind derzeit nicht bekannt (HERDEN, 2009).

Das Glykoprotein (BDV-GP) ist ein klassisches Typ 1 Protein. Es besteht aus einer
Polypeptidkette mit 503 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 57 kDa. Durch
posttranslationelle N-Glykolisierung im sekretorischen Weg des endoplasmatischen
Retikulums (ER) entsteht ein 94 kDa groRRes primares Podukt (gp94) (GONZALEZ-DUNIA et al.,
1997a; SCHNEIDER et al., 1997a; GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; RICHT et al., 1998;
EICKMANN et al., 2005). Das primare Protein gp94 wird durch die zelluldre Protease Furin
nach der Aminosaure Argininysg in eine amino-terminale (GP-N, 27 kDa, gp51) und eine
carboxy-terminale Untereinheit (GP-C, 29 kDa, gp43) gespalten (Abbildung 4). Die Spaltung
des BDV-GP erfolgt im ER bzw. im cis-Golgi-Apparat (EICKMANN et al.,, 2005). Nur ein
Bruchteil der BDV-GP-Untereinheiten werden an die Zelloberflache transportiert, wo die
Knospung neu synthetisierter Virionen stattfindet, ein GrofSteil akkumuliert im ER und Golgi-
Apparat (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; KOHNO et al., 1999;
KIERMAYER et al., 2002; EICKMANN et al., 2005). Die Spaltung ist essentiell zur funktionellen
Aktivierung des Proteins und kann wahrscheinlich auch durch andere Subtilisin-dhnliche
Endoproteasen katalysiert werden (GONZALEZ-DUNIA et al.,, 1997a; RICHT et al., 1998;
KIERMAYER et al., 2002; RIMA UND DUPREX, 2005).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Furin-mediierten BDV-Glykoprotein-Spaltung

Die zelleigene Subtilisin-dhnliche Protease Furin spaltet das BDV-GP in ein N-terminales (BDV-GP-N) und C-
terminales (BDV-GP-C) Fragment. GP-N ist fiir die initiale Rezeptorbindung des Virus verantwortlich, GP-C leitet
die pH-abhangige Fusion mit der Wirtszellmembran ein (Endozytose). Schwarzes Dreieck= tetrabasische
Furinspaltstelle  RRRR bei Aminosaureposition 249; graue Box = Transmembrandomane; Ziffern =
Aminosaureposition; baumahnliche Symbole = N-Glykane (nach RICHT et al., 1998 und KIRMAYER et al., 2002)

Nach der Spaltung scheint ein Reifungsprozess der N-Glykane stattzufinden. Der gp94
Vorlaufer enthalt lediglich stark mannosereiche Glykane, wadhrend auf beiden
Spaltprodukten sowohl hoch mannosereiche als auch komplexe Glykane nachweisbar sind
(KIERMAYER et al.,, 2002; EICKMANN et al., 2005). Vermutlich ist die Glykolisierung
notwendig, um die Proteine zu stabilisieren und eine exakte Faltung der Glykoproteine zu
gewahrleisten (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a).

BDV-GP-N ist fur die initiale Bindung an einen zur Zeit noch nicht ndaher bekannten zellularen
Rezeptor verantwortlich, konnte bisher jedoch nicht ohne weiteres auf der Oberflache
infizierter Zellen und im BDV-infizierten Rattengehirn nachgewiesen werden (GONZALEZ-
DUNIA et al., 1997a; GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; RICHT et al., 1998; PEREZ et al., 2001;
KIERMAYER et al.,, 2002; EICKMANN et al.,, 2005). Erst durch eine Kombination aus
Lektinprazipitation und enzymatischer Deglykosylierung auf dem Western Blot gelang der
Nachweis von BDV-GP-N (KIERMAYER et al., 2002; EICKMANN et al., 2005).

BDV-GP-C ist mit seiner transmembranen Domane in der Virushille verankert und leitet die
pH-abhdngige Fusion mit der Wirtszellmembran bei saurem intrazellularem Milieu der
Endosomen ein, die in den ersten 45 Minuten der BDV-Infektion von statten zu gehen
scheint (GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; RICHT et al., 1998; CLEMENTE et al., 2009). Die C-
terminale GP-Untereinheit konnte bereits an der Oberflache infizierter Zellen nachgewiesen
werden (SCHNEIDER et al., 1997a; GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; PEREZ et al., 2001).

Der endgiltige Aufbau reifer Virionen ist bisher nicht geklart. Sowohl ungespaltenes BDV-
gp94 als auch die Untereinheiten BDV-GP-C und BDV-GP-N wurden in infektidsen Partikeln
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gefunden (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; CLEMENTE UND DE LA TORRE, 2007). Im
Gegensatz dazu konnten KIERMAYER et al. (2002) und EICKMANN et al. (2005) nur BDV-GP-C
und BDV-GP-N in infektiosen Partikeln nachweisen. Neue rechenbasierte Erkenntnisse
verweisen auf die strukturelle Ahnlichkeit des BDV-GP mit dem Glykoprotein des
Tollwutvirus, einem viralen Fusionsproteinen der Klasse Ill (GARRY UND GARRY, 2009;
HERDEN, 2009). BDV-Glykoproteine agieren als Trimere, was den korrekten Zusammenbau
von 3 gespaltenen Glykoprotein-Untereinheiten voraussetzt (BAYER, 2010).

Das Glykoprotein zeigt in adulten, experimentell BDV-infizierten Lewis-Ratten deutliche
zeitliche, zellspezifische und regionenspezifische Praferenzen (HERDEN, 1997; RICHT et al.,
1998; WERNER-KEISS et al., 2008). BDV-GP wird im Vergleich zu BDV-N oder BDV-M deutlich
weniger stark und sehr restriktiv exprimiert. Nur etwa 1-10 % der persistent infizierten Zellen
sind immunbhistologisch BDV-GP-positiv (RICHT et al., 1998; DE LA TORRE, 2002a, 2002b). Die
Expression beschrankt sich hauptsachlich auf die CA3-Region des Ammonshorns, den Cortex
cerebri, den Thalamus und die Amygdala (WERNER-KEISS et al., 2008; HERDEN, 2009). Das
Protein findet sich Gberwiegend im Zytoplasma groRer Neurone (HERDEN, 1997; RICHT et al.,
1998; HERDEN, 2009). Der erste Nachweis im infizierten Rattengehirn gelingt 7 Tage p.i.,
wobei das Maximum der Proteinexpression zwischen dem 18. und 28. Tag liegt. Ab Tag 31
p.i. nimmt die detektierbare Menge stetig ab (WERNER-KEISS, 2006; WERNER-KEISS et al.,
2008). In Astrozyten konnte in vivo bisher kein BDV-GP nachgewiesen werden (WERNER-
KEISS, 2006; WERNER-KEISS et al., 2008; HERDEN, 2009).

Der Nachweis der fiir BDV-GP-kodierenden Transkripte (BDV-GP mRNA, BDV-Intron Il
+ssRNA) unterscheidet sich im Rattenmodell dagegen signifikant von der Proteindetektion.
BDV-Intron Il +ssRNA findet sich in wesentlich mehr Zellen als BDV-GP, d.h. auch in Zellen,
die kein Protein exprimieren (WERNER-KEISS et al., 2008; POROMBKA et al., 2008a; HERDEN,
2009). Die BDV-Intron Il +ssRNA liegt liberwiegend intranukledr in Neuronen, Astrozyten,
Oligodendrozyten und Ependymzellen. Zytoplasmasignale treten lediglich bei ca. 30% der
Neuronen und vorwiegend zu spateren Zeitpunkten p.i. auf (POROMBKA, 2006; POROMBKA
et al., 2008a; WERNER-KEISS et al., 2008; HERDEN, 2009). Die Transkripte sind disseminiert
im Gehirn verteilt, wobei eine gewisse Praferenz fliir Ammonshorn, Cortex cerebri und
Amygdala erkennbar ist. BDV-Intron Il +ssRNA ist erstmals 7 dpi. zu erkennen. Das Maximum
der Anzahl positiver Zellen wird am Tag 24 p.i. erreicht. Am Tag 90 p.i nimmt die Anzahl
positiver Zellen und deren Ausbreitung im Gehirn leicht ab (POROMBKA, 2006; POROMBKA
et al., 2008a; HERDEN, 2009).

2.3.3.2 Proteine des Ribonukleoproteinkomplexes (BDV-N, BDV-P, BDV-L
und BDV-X)

Innerhalb der NNS RNA-Viren mit linearem Genom verfligen alle Vertreter (iber einen
transkriptorisch aktiven RNP-Komplex (MURPHY UND LAZZARINI, 1974), der die kleinste
infektidse Einheit des jeweiligen Virus darstellt (GARCIA-SASTRE UND PALESE, 1993; CUBITT
et al., 1994a; CONZELMANN, 1998). Der helikale RNP-Komplex des BDV besteht aus den
verschiedenen Nukleokapsidproteinen, Nukleoprotein (N), Phosphoprotein (P), der RdRP
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(,RNA dependend RNA-Polymerase”; L-Protein) sowie der genomischen RNA, wobei das
BDV-N die Hauptkomponente des Komplexes ausmacht (MAYER et al., 2005; SCHNEIDER,
2005; CHASE et al., 2007; MODROW, 2010). Eine hohe Proteinbeladung des Genoms schiitzt
es vor der Zerstorung durch Nukleasen und verleiht ihm Flexibilitdit (MODROW, 2010).
Immunhistologisch zeigt sich in den Zellkernen punktformige oder diffuse Darstellung der
RNP-Proteine, nur hier sind alle Komponenten miteinander kolokalisiert. Die nukledren
Strukturen stellen vermutlich den Ort der BDV Transkription und Replikation dar (CHASE et
al., 2007). Beim BDV stellt sich fir die Funktion des RNP-Komplexes eine Besonderheit
heraus, denn seine Aktivitat wird durch das intrazellulare Verhéltnis von BDV-N zu BDV-P
bzw. von BDV-X zu BDV-P feinreguliert (POENISCH et al., 2004; SCHNEIDER, 2005) (siehe
2.3.6).

Das Nukleoprotein (BDV-N) ist wie auch bei anderen NNS RNA-Viren essentieller Bestandteil
des Nukleokapsids und spielt eine wichtige Rolle bei dem nukleozytoplasmatischen
Transport des Ribonukleoproteins (KOBAYASHI et al., 2001; BHELLA et al., 2002). Das Protein
kommt in 2 Isoformen vor. p40 (40 kDa) besitzt ein Kern-Lokalisierungs-Signal (nuclear
localization signal, NLS), dass bei p38 (38 kDa) fehlt (KOBAYASHI et al., 1998). Beide
Isoformen binden an BDV-P, das ebenfalls potente NLSs enthilt, so dass die Bedeutung der
beiden N-Isoformen in vivo unbekannt ist. p38 kdnnte auch durch Interaktion mit P in den
Nukleus gelangen (PEREZ et al., 2003). p38 scheint durch Blockierung der Bindungsstelle an P
das zelluldre Niveau von freiem p40 zu regulieren (SCHNEIDER, 2005). Beide Isoformen
enthalten ein Kern-Export-Signal (nuclear export signal, NES), das mit der Bindungsstelle fir
P Uberlappt (KOBAYASHI et al., 2001).

BDV-N zeigt eine friihe und konstant hohe disseminierte Verteilung im Gehirn infizierter
Lewis-Ratten (NARAYAN et al., 1983a; CARBONE et al., 1991a; RICHT et al., 1994; HERDEN et
al., 2000; HERDEN et al., 2005). Das Protein ist sowohl in Neuronen als auch in Astrozyten,
Oligodendrozyten und Ependymzellen zu finden und dort in Kern, Zytoplasma und
Fortsatzen lokalisiert (CARBONE et al., 1991a; GOSZTONYI UND LUDWIG, 1995; HERDEN et
al., 2000; HERDEN et al., 2005; WERNER-KEISS et al., 2008). In vitro liegt das BDV-N vor allem
im Nukleus der infizierten Zelle vor (PYPER UND GARTNER, 1997). Der erste Proteinnachweis
gelingt in der Nahe der Virusinokulationsstelle bereits am Tag 3 p.i.. Die Expression erreicht
zwischen dem 31. und 42. Tag p.i. ihr Maximum und bleibt auch in der chronischen Phase bis
zum 90. Tag p.i. fast unverdndert hoch (WERNER-KEISS et al., 2008; HERDEN, 2009).

Fir BDV-N kodierende Transkripte, BDV-N mRNA, finden sich zu frihen
Infektionszeitpunkten meist im Kern, wobei hier der Nukleolus als Ort der RNA Synthese
vermutet wird (PYPER et al., 1998). Alle Zellen zeigen zu spateren Zeitpunkten p.i. auch
deutliche Zytoplasmareaktionen. BDV-N mRNA ist im infizierten Rattengehirn erstmals am
Tag 7 p.i. zu detektieren. Der Nachweis erreicht am Tag 24 p.i. sein Maximum. Die
Transkriptmenge verringert sich bis zum Tag 90 p.i. deutlich, wobei die Zahl der BDV-N
mMRNA positiven Zellen sich nur geringfligig andert und auch BDV-N konstant auf hohem
Niveau nachweisbar ist (GOSZTONYI UND LUDWIG, 1995; HERDEN et al., 2000; POROMBKA,
2006; WERNER-KEISS et al., 2008; HERDEN, 2009). Offenbar sind die in der chonischen Phase
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geringeren Transkriptmengen trotzdem noch ausreichend fiir die disseminierte, anhaltend
hohe Expression von BDV-N. Die Halbwertszeit des Proteins ist nicht bekannt (POROMBKA,
2006). Moglicherweise ist auch das Ammonshorn als Region mit hoher
Transkriptionseffizienz an der Aufrechterhaltung ausreichender Mengen BDV-N in der
spaten Phase der Infektion beteiligt (HERDEN, 2009).

BDV-Phosphoprotein (BDV-P) ist ein Kofaktor der viralen Polymerase und wird durch die
zellularen Kinasen Protein Kinase Ce (PKCe) und Casein Kinase Il phosphoryliert
(SCHWEMMLE et al., 1997, SCHWEMMLE et al., 1998; SCHNEIDER et al., 2005). Der Grad der
Phosphorylierung scheint die Fahigkeit von BDV-P zur Bildung von Homo-Multimeren, die
Bindung an andere Virusproteine und seine Funktion als Transkriptionsaktivator zu
beeinflussen. BDV-P interagiert mit sich selber, mit BDV-X, BDV-N, BDV-M und BDV-L, wobei
die BDV-P-Oligomerisation flr die Polymeraseaktivitat essentiell ist (SCHNEIDER et al., 2005;
SCHMID et al.,, 2010). Das 24 kDa groRe Protein besitzt zwei NLSs, wobei der
Phosphorylierungsgrad von BDV-P seinen Transport in den Zellkern beeinflussen kénnte
(SCHWEMMLE et al., 1998; SHOYA et al., 1998). Die Phosphorylierung von BDV-P ist ein
negativer Regulator der Polymeraseaktivitdat. Dies geschieht moglicherweise (iber die
Beeinflussung des intrazelluldaren Transports viraler RNPs durch BDV-P (SCHMID et al., 2010).
Moglicherweise tragt das Phosphoprotein zur BDV-Pathogenese bei, indem es mit
neuronalen Substraten um die Phosphorylierung durch PKCe konkurriert (VOLMER et al.,
2006). Die BDV-P-Phosphorylierung scheint auBerdem fiir die virale Dissemination von
Bedeutung (SCHMID et al., 2010).

Das BDV-L (large protein, Polymerase) ist ein 190 kDa grofes Protein und hat die
Eigenschaft einer RNA-abhangigen RNA Polymerase (BRIESE et al., 1994; WALKER et al.,
2000; SCHNEIDER et al., 2004b; SCHNEIDER et al., 2004a). Zunachst synthetisiert BDV-L
verschiedene subgenomische, mit 5°-Cap Struktur versehene, polyadenylierte Transkripte.
Spater im viralen Vermehrungszyklus beginnt das gleiche Enzym damit positivstrangige RNA
(Antigenom) der vollen Genomldnge zu generieren, die nachfolgend als Vorlage fiir die
Synthese neuer viraler Genome benutzt wird (SCHNEEMANN et al., 1995). BDV-L interagiert
mit P und wird durch zelluldre Kinasen phosphoryliert, wodurch die Funktion der Polymerase
reguliert werden soll (WALKER et al., 2000). Der Transfer von BDV-L in den Nukleus als Ort
der Virusreplikation scheint durch ein NSL-Motiv gesteuert zu werden (WALKER UND LIPKIN,
2002). SCHNEIDER et al. (2003) zufolge findet die Translokation in den Nukleus jedoch durch
Interaktion mit BDV-P statt. Als Matrize fir die RNA-Neusynthese verwendet BDV-L
ausschlieBlich das aus RNA und Nukleoprotein bestehende Nukleokapsid (PEREZ UND DE LA
TORRE, 2005).

BDV-X oder pl0 ist ein Nicht-Strukturprotein, das zusammen mit BDV-P die
Polymeraseaktivitdt reguliert, was sich aus dem Mengenverhaltnis der beiden Proteine
zueinander ergibt (WEHNER et al., 1997; MAYER et al., 2005; SCHWARDT et al., 2005;
POENISCH et al., 2008). In Modellen konnte gezeigt werden, dass X die BDV-Replikation und
Transkription durch Bindung an BDV-P hemmt (PEREZ et al.,, 2003; SCHNEIDER, 2005;
POENISCH et al., 2008). Das nur 10 kDa grofRe Protein findet sich sowohl im Zytoplasma als
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auch im Nukleus der infizierten Zellen. Ob es lber Interaktion mit dem viralen RNP via BDV-P
in den Zellkern gelangt, oder ein eigenes NSL besitzt, ist noch nicht abschlieBend geklart
(MALIK et al., 2000; NOWOTNY et al., 2000; WOLFF et al., 2000; WOLFF et al., 2002). BDV-X
konnte jedoch bisher nicht als integraler Bestandteil des RNP identifiziert werden (MAYER et
al., 2005; PEREZ UND DE LA TORRE, 2005; CHASE et al., 2007).

2.3.4 Infektionszyklus

Der typische Infektionszyklus eines Virus umfasst Adsorption der Viruspartikel an ein
Rezeptormolekiil an der Zelloberfliche, Penetration, Transkription und Translation von
viraler mRNA, Genomreplikation, Zusammenbau und Freisetzung neuer Viruspartikel (FLINT,
2009; MODROW, 2010).

Der erste Schritt des Replikationszyklus ist die Bindung des Viruspartikels an die Wirtszelle.
Dieser Prozess definiert z.T. das Wirtsspektrum des Virus und seine Gewebs- und
Organspezifitat (Tropismus) (SMITH UND HELENIUS, 2004; FLINT, 2009; MACLACHLAN UND
FENNER, 2011). Viruspartikel interagieren dabei mit Molekiilen auf der Zelloberflache, die als
Attachmentfaktoren, Entryfaktoren, Rezeptoren oder Korezeptoren bezeichnet werden.
(MACLACHLAN UND FENNER, 2011). Behiillte Viren binden via Transmembran-
Glykoproteinen an diese Molekiile (SMITH UND HELENIUS, 2004; FLINT, 2009). Das
Vorhandensein von Rezeptoren bestimmt, ob eine Zelle empfanglich fir ein Virus ist. Ob die
penetrierte Zelle auch eine Virusreplikation erlaubt, hangt jedoch von anderen,
intrazelluldren Faktoren ab (FLINT, 2009).

Die Adsorption der BDV-Partikel in die Zellen findet vermutlich durch einen oder mehrere
bisher noch unbekannte zellulare Rezeptoren statt (DUCHALA et al., 1989; CLEMENTE UND
DE LA TORRE, 2007; HERDEN, 2009).

Fiir Viren wurden bereits unzahlige Rezeptoren oder Eintrittsfaktoren beschrieben. Diese
reichen von ligandenbindenden Rezeptoren (wie der Chemokinrezeptor) (iber
Signalmolekile (z.B. CD4), Enzyme, Intergrine, Glycokonjugate bis zu N-Acetylneuraminsaure
und Lipiden (SMITH UND HELENIUS, 2004; MACLACHLAN UND FENNER, 2011). Die
Identifikation von Rezeptoren oder Eintrittsfaktoren wird teilweise deutlich erschwert, da
manche Viren einer Familie unterschiedliche Rezeptoren benutzen. Dariliber hinaus
benutzen z.T. sogar unterschiedliche Stamme des gleichen Virus verschiedene Rezeptoren
(z.B. Virus der Maul- und Klauenseuche). Ein Wechsel in der Rezeptorspezifitdt kann die
Pathogenitdt von Viren verandern (FLINT, 2009; MACLACHLAN UND FENNER, 2011).
Insbesondere fiir Viren mit einem breiten Wirtsspektrum, wie den Alphaherpesviren, wird
vermutet, dass sie verschiedene Rezeptoren benutzen konnen (MACLACHLAN UND FENNER,
2011). Inwieweit dies auch fir das BDV mit seinem breiten Wirtsspektrum zutrifft, ist nicht
bekannt. Einige Viren, wie z.B. HIV benutzen nacheinander mehrere unterschiedliche
Eintrittsfaktoren, um eine erfolgreiche Infektion zu initileren (SMITH UND HELENIUS, 2004;
MACLACHLAN UND FENNER, 2011). Dies wird auch fir das BDV angenommen (DUCHALA et
al., 1989; GOSZTONYI UND LUDWIG, 2001; CLEMENTE UND DE LA TORRE, 2007, 2009a;
HERDEN, 2009; HONDA et al., 2009; CLEMENTE et al., 2010). Der Rezeptor/Eintrittsfaktor
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bindet das Virus nicht nur, sondern determiniert auch den weiteren Eintrittsprozess
(MACLACHLAN UND FENNER, 2011).

Vermutlich wird der erste Schritt des BDV-Zelleintritts durch Interaktion von BDV-GP-N an
den Wirtszellrezeptor mediiert, der einen Komplex mit anderen Molekilen formt
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; PEREZ et al., 2001; HERDEN, 2009; HONDA et al., 2009). Da
das Wirtsspektrum des BDV sehr breit ist, wird spekuliert, ob der Rezeptor ein spezifisches
Protein ist oder die Bindung an Lipide oder andere ubiquitar vorkommende Komponenten
zelluldrer Membranen stattfindet (CLEMENTE et al., 2009; GARRY UND GARRY, 2009).
HONDA et al. (2009) gelang der Nachweis einer Interaktion zwischen BDV-GP-N mit dem
molekularen Begleiter BiP (immunoglobulin heavy chain-binding protein; glucose-regulated
protein 78), der als Korezeptor fiir verschiedenen Viren an der Plasmamembran fungiert.
Antikorper gegen BiP inhibierten die BDV-Infektiositit um ca. 70% in einer
Oligodendrogliomzelllinie (OL) (HONDA et al., 2009). Da BiP keine transmembrane Region
besitzt, bendtigt es andere Wirtsproteine mit transmembranen Regionen auf der
Zelloberflache. So ist bekannt, dass BiP mit diversen Proteinen, wie MHC-I Molekilen,
spannungsabhangigen Anionenkanalen und dem Dnal-like Protein MTJ-1 interagiert, die alle
mit dem Lipidgertist der Plasmamembran assoziiert sind (HONDA et al., 2009). Ob einer von
diesen Proteinen als Rezeptor fiir BDV fungiert, ist allerdings nicht bekannt (HONDA et al.,
2009). Auch der Kainatrezeptorl (KA-1) gilt als moglicher BDV-Rezeptorkandidat im ZNS
(GOSZTONYI UND LUDWIG, 2001) und konnte ebenfalls mit BiP interagieren (HONDA et al.,
2009). Durch einen si-RNA (silencing RNA) induziertes Screening gelang es (CLEMENTE et al.,
2010) weitere potentielle Rezeptoren, Korezeptoren oder Anhaftungsfaktoren zu
identifizieren. Darunter die vor allem im ZNS vorkommenden Molekile Serotoninrezeptor 1F
(HTR1F) oder die Untereinheit alpha-3 des GABA,Rezeptors (GABRA3). Weitere
Wirtsfaktoren, die am BDV-GP-mediierten Zelleintritt beteiligt sind, waren ADAM17 und
Endothelinrezeptor B (EDNRB), die ebenso wie GABRA3 in Lipidausbuchtungen zu finden
sind (CLEMENTE et al., 2010). Auch Cathepsin L2 (Cathepsin V) und MMP21 sollen eine Rolle
beim BDV Zelleintritt spielen (CLEMENTE et al., 2010). LDLR wird ebenfalls fir den BDV
Zelleintritt bendtigt, kann die clathrin-mediierte Endozytose triggern und fungiert als
Rezeptor flir Rhinoviren. Ob dies auch fiir BDV zutrifft, bleibt abzuklaren (CLEMENTE et al.,
2010).

BDV wird dynaminabhéangig, durch clathrin-mediierte Endozytose, vermutlich in Bereichen
mit lipid rafts (Bereiche der Zellmembran mit hoher Cholesterinkonzentration) in die Zelle
aufgenommen (CLEMENTE UND DE LA TORRE, 2009; CLEMENTE et al., 2009; GARRY UND
GARRY, 2009; MODROW, 2010). Bei diesem Prozess vermittelt das N-terminale
Spaltfragment des BDV-GP (BDV-GP-N) die Rezeptorbindung, das C-terminale Fragment
(BDV-GP-C) leitet anschlieRend die pH-abhangige Fusion mit der endosomalen Membran ein
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; PEREZ et al., 2001; HERDEN, 2009). Nach initialer
Rezeptorbindung diffundiert der Rezeptor-Ligandenkomplex in der Plasmamembran zu
Einziehungen, die auf ihrer Zytoplasmaseite mit Clathrin Uberzogen sind. Nach der
Akkumulation dieser Rezeptor-Ligandenkomplexe invaginiert die clathrin-ausgekleidete
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Einziehung und schniirt sich zu einem clathrinliberzogenen Vesikel ab, der den Rezeptor-
Ligandenkomplex enthalt (FLINT, 2009). Die Fusion zwischen viraler und zelluldrer Membran
findet schlielRlich im mild sauren Mileu (Optimum 6,0 — 6,2) der friihen Endosomen statt
(CLEMENTE UND DE LA TORRE, 2009; GARRY UND GARRY, 2009; FLINT, 2009; MODROW,
2010; MACLACHLAN UND FENNER, 2011).

Die freigesetzten RNPs mussen anschlieBend in den Nukleus der Zellen transportiert werden,
wo die BDV-RNA Replikation und Transkription stattfindet. Der genaue
Transportmechanismus ist unbekannt (CLEMENTE UND DE LA TORRE, 2009) Viele Viren
nutzen zellulare Transportmechanismen, um durch den Kernporenkomplex ins Innere des
Zellkerns zu gelangen (SMITH UND HELENIUS, 2004; FLINT, 2009; MODROW, 2010;
MACLACHLAN UND FENNER, 2011). Dies wird auch fir BDV angenommen. Moglicherweise
gelangt der RNP-Komplex durch die Kern-Lokalisierungs-Signale (NLSs) von BDV-N und BDV-P
aktiv in den Nukleus und verlasst ihn Gber Kern-Exportsignale (NES) im Matrixprotein wieder
(TOMONAGA et al., 2002). Zunachst findet in der Regel bei NSS-Viren die Transkription der
einzelnen mRNA-Spezies statt. Danach muss ein Umschalten zur Replikation, mit Bildung
durchgehender RNA-Strange in Plusstrangorientierung erfolgen, der als Antigenom und
Matrize fur die Replikation dient (MODROW, 2010). Bei einigen NSS-Viren bestimmen die
Mengen an Nukleoproteinen diesen Wechsel. Liegen sie in ausreichender Menge im
Zytoplasma vor, so interagieren sie mit der Leader-RNA und verhindern damit den Stopp der
Transkription an den E-Konsensusregionen, die nun Uberlesen werden (MODROW, 2010).
Fir BDV ist der Mechanismus jedoch nicht geklart. BDV muss, abhangig vom viralen
Lebenszyklus in der infizierten Zelle, einen Wechsel etablieren, der die Richtung des
nukledren Transportes bestimmt (TOMONAGA et al., 2002). BDV-N und seine Interaktion mit
BDV-P, sowie die Produktion der Isoform p38 kdnnte dabei eine wichtige Rolle spielen
(TOMONAGA et al.,, 2002). Das NES von BDV-N uberlappt exakt mit der BDV-P-
Bindungsstelle, so dass der nukledre Export von BDV-N durch Bindung von BDV-P verhindert
werden kénnte (TOMONAGA et al.,, 2002). Bindung von BDV-P an das BDV-X-Protein ist
durch eine mutmalliche NES Region mediiert. Demzufolge konnte BDV-P lber die Bindung
an NES von BDV-N und BDV-X als nukledrer Retentionsfaktor fungieren (TOMONAGA et al.,
2002).

Das Vorhandensein von p38, dem das NLS fehlt, kann die relative Anzahl von NES im
Vergleich mit NLS erhéhen. Das erhohte Vorkommen von NES kénnte den nukledren Export
der viralen RNPs steigern. Dieser Prozess konnte wiederum Reifung, Zusammenbau und
Freisetzung von neuen Virionen steigern (TOMONAGA et al., 2002). BDV-M scheint ebenso
wie BDV-GP essentiell fiir die Reifung und Freisetzung infektioser BDV-Partikel zu sein
(KRAUS et al., 2005). Der Freisetzungsprozess umfasst unter anderem den koordinierten
Zusammenbau der viralen RNPs in virale Partikel durch BDV-M und den zwei BDV-GP-
Spaltfragmenten (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; GONZALEZ-DUNIA et al., 1998; GONZALEZ-
DUNIA et al., 2005). Der Prozess findet an der Zelloberfliche statt (KOHNO et al., 1999;
EICKMANN et al.,, 2005). Bei einigen behillten Viren reichern sich Glykoproteine und
Matrixproteine an speziellen Membraninseln, den lipid rafts, der Zytoplasmamembran an,
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wobei monomere Glykoproteinmolekiile sich zu Oligomeren assoziieren, um die typischen
Peplomere (,Spikedhnliche” Strukturen) zu bilden. Bei Viren mit einem helikalen
Nukleokapsid, zu denen auch BDV gehort, binden die Matrixproteine an die
zytoplasmatische Domane der Glykoproteintetramere und bilden eine Matrixproteinschicht
aus. Die Nukleokapsidpoteine erkennen das Matrixprotein, und dieses initialisiert die
Knospung (budding) der infektiosen Viruspartikel (IMHOFF et al. 2007; WELSCH et al., 2007;
MODROW, 2010; MACLACHLAN UND FENNER, 2011; MITTLER et al., 2013).

Trotz hoher Mengen viraler BDV-Proteine und RNA wird in vivo wenig oder gar kein
infektidses Virus freigesetzt und es finden sich nur wenige infektiose Partikel in einer Zelle
(PAULI UND LUDWIG, 1985; KOHNO et al., 1999; EICKMANN et al., 2005; GONZALEZ-DUNIA
et al., 2005; HERDEN, 2009). Verschiedene Zelllinien geben dagegen unterschiedliche
Mengen an BDV-Partikeln in den Zellkulturiiberstand ab (CARBONE et al., 1993; BAYER,
2010).

Die initiale BDV-Infektion scheint mit Sicherheit die Interaktion des N-Terminalen
Spaltfragments des BDV-GP mit einem zellularen Rezeptor zu bendtigen. Wie jedoch die
weitere Ausbreitung im ZNS von statten geht, wird kontrovers diskutiert (GOSZTONYI et al.,
1993; GONZALEZ-DUNIA et al.,, 1997a; BAJRAMOVIC et al.,, 2003). Ob bei der Zell-zu-
Zellausbreitung grundsatzlich ganze Viruspartikel entstehen miissen oder ob analog zum
Tollwutvirus infektidse, unbehllte Ribonukleinkomplexe (ribonucleoprotein complex, RNP)
weitergegeben werden konnen, muss noch geklart werden (GOSZTONY!I et al., 1993; CUBITT
UND DE LA TORRE, 1994). Die Moglichkeit einer Glykoproteinrezeptor-unabhangigen
Virusausbreitung wurde in vitro bereits beschrieben (CLEMENTE UND DE LA TORRE, 2007)
und wird detailliert unter 2.3.5.2 dargestellt.

2.3.5 Ausbreitung behiillter Viren

2.3.5.1 Allgemeines zur Ausbreitung behiillter Viren

Neu gebildete Virionen haben die Aufgabe, neue W.irtszellen zu infizieren und den
Infektionszyklus zu wiederholen. Viele Viren geben dazu freie Viruspartikel in den
Extrazellularraum ab und missen dort eine gewisse Strecke zurlicklegen, bis sie auf neue
empfangliche Wirtszellen treffen. Diese kann eine unmittelbare Nachbarzelle sein, oder eine
entfernt liegende Zelle, die via Zirkulation oder intraaxonal erreicht wird (FLINT, 2009;
ZHONG et al., 2013). Dort wiederholt sich der Infektionszyklus. Andere Viren breiten sich
durch direkten Zell-zu-Zell-Kontakt aus (ZHONG et al.,, 2013). Eine eher lokalisierte
Freisetzung von Viruspartikeln an Kontaktstellen zwischen infizierter Zelle und ihrem
uninfizierten Nachbarn kann dabei die Exposition im Extrazellularraum deutlich verkiirzen
und weniger Angriffsmoglichkeiten fiir das Immunsystem bieten (FLINT, 2009; ZHONG et al.,
2013). Manche Viren kdnnen sich ganzlich ohne die Abgabe freier Viruspartikel in den
Extrazellularraum ausbreiten. Teilweise kann ein Virustyp auf verschiedenen
Ausbreitungsstrategien zuriickgreifen. Herpes simplex Typ 1-Virus kann z.B. Uber seine
Oberflachenglykoproteine, die die Fusion beim Viruseintritt in Zellen vermitteln, auch eine
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Fusion benachbarter Zellen induzieren, was zur Ausbildung von Synzytien fiihrt. Das Virus ist
aulRerdem in der Lage sich via spezieller Tight junctions von einer Epithelzelle zur anderen
auszubreiten. Herpes simplex Typ 1-Viren koénnen Uberdies transsynaptisch an
Axonendigungen von einem infizierten Neuron auf das uninfizierte Neuron (ibergehen
(FLINT, 2009). Direkte Zell-zu-Zellausbreitung scheint auch der bevorzugte Mechanismus fir
die Ubertragung von HIV-1 und anderen Retroviren zu sein. Wenn eine infizierte Zelle
Kontakt mit einer uninfizierten Nachbarzelle aufnimmt, wird die Bildung sogenannter
,virologischer Synapsen” induziert, in denen das virale Glykoprotein, der Rezeptor CD4 und
der Korezeptor CxCr4 akkumulieren. Diese Art der Virusweitergabe ist 2-3 mal effektiver als
die Infektion Gber Aufnahme extrazellularer Virionen. Der Prozess hangt allerdings von der
glykoprotein- und rezeptormediierten Bildung von Filopodien zwischen uninfizierter und
infizierter Zelle ab. Viruspartikel wandern entlang der AuBenseite dieser Filopodienbriicke
zur uninfizierten Zelle (SMITH UND HELENIUS, 2004; SHERER UND MOTHES, 2008; FLINT,
2009; WANG et al.,, 2011; ZHONG et al., 2013). Auch Vaccinaviren, die Prototypen der
Pockenvirusfamilie, sind in der Lage, neu gebildete Virionen lber Actinfilamentauslaufer an
benachbarte Zellen weiterzugeben (DOCEUL et al., 2010).

Die persistente Masernvirusinfektion des Gehirns ist mit der subakuten sklerosierenden
Panenzephalitis assoziiert. Die transneuronale Ausbreitung des Virus erfolgt auf anderem
Weg als in nicht-neuronalen Geweben. Das Virus breitet sich ohne Freisetzung von
Viruspartikeln und ohne Bindung an den viralen Rezeptor aus, lediglich ein Zell-zu-
Zellkontakt wird benotigt. Vermutlich findet die Ausbreitung via RNPs iber Synapsen statt. In
Astrozyten induziert das Masernvirus dagegen die Bildung von Synzytien und breitet sich
durch Fusion von infizierten Zellen mit uninfizierten Nachbarzellen aus (FLINT, 2009;
MODROW, 2010).

Insgesamt sind die zugrundeliegenden Mechanismen fiir viele Viren noch weitgehend
unverstanden. Die Aufklarung dieser Strategien konnte =zur Entwicklung neuer
therapeutischer Anséatze fiihren (DOCEUL et al., 2010).

2.3.5.2 BDV-Ausbreitung in Zellkulturen

Das Wirtsspektrum des BDV ist auch in kultivierten Zellen extrem grof3. Mit wenigen
Ausnahmen lassen sich fast alle priméaren Zellen und die meisten Zelllinien mit BDV infizieren
(DANNER et al., 1978; HERZOG UND ROTT, 1980; DE LA TORRE, 2002b). Nicht empfanglich
fiir BDV sind dagegen immunkompetente Zellen wie Blutlymphozyten, Lymphozyten aus der
Milz, Makrophagen, aber auch humane HelA Zellen und Moskito-Shingh Zellen (DANNER et
al., 1978; HERZOG UND ROTT, 1980). Die Ausbreitungsstrategien des BDV werden nach wie
vor kontrovers diskutiert (GOSZTONY!I et al., 1993; BAJRAMOVIC et al., 2003). Eine denkbare
Ausbreitungsstrategie in Zellkulturen ist die Weitergabe von freien Viruspartikeln, die von
infizierten Zellen in das Zellkulturmedium abgegeben werden. Der weitere Infektionsweg
wirde die rezeptorabhangige Endozytose der freien Viruspartikel beinhalten (DUCHALA et
al., 1989; CLEMENTE UND DE LA TORRE, 2007). Dieser Infektionsweg setzt allerdings die
posttranslationelle, Furin-mediierte Spaltung des BDV-GP in seine beiden funktionellen
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Untereinheiten BDV-GP-N und BDV-GP-C voraus (RICHT et al., 1998) (siehe 2.3.3.1 und
Abbildung 4).

Einige Studien lassen eine Glykoprotein-unabhangige BDV-Ausbreitung lber nicht behillte
RNP vermuten (GOSZTONY!I et al., 1993; CLEMENTE UND DE LA TORRE, 2007). Es konnte
gezeigt werden, dass RNP-Partikel nach Transfektion in empfangliche Zelllinien infektids sind
(HERZOG UND ROTT, 1980; PAULI UND LUDWIG, 1985; GOSZTONYI et al., 1993; CUBITT UND
DE LA TORRE, 1994; GONZALEZ-DUNIA et al., 1997a; KOHNO et al., 1999; RICHT UND ROTT,
2001; DE LA TORRE, 2002b; HERDEN, 2009). Auch CLEMENTE und DE DE LA TORRE (2007)
zufolge kann die BDV-Ausbreitung in nicht-neuronalen Zellen unabhdngig von einer
posttranslationellen Prozessierung des BDV-GP stattfinden. In BDV-infizierten Furin-
defizienten CHO-Zellen (DF11) konnten die Autoren eine geringe Zell-zu-Zellausbreitung des
Virus nachweisen, jedoch lag die Ausbreitungseffizienz deutlich unter der von BDV in CHO-
Zellen mit funktionierender Protease (CLEMENTE und DE DE LA TORRE, 2007).

2.3.6 Persistenzmechanismen

Wichtige Voraussetzung fiir die Entstehung eines persistierenden Infektionszyklus sind die
Retention des Virus bzw. des viralen Genoms im Wirtsorganismus, das Vermeiden einer
effektiven Viruselimination durch die antivirale Immunantwort und die Minimierung der
virusinduzierten zellalterierenden Effekte, um das Uberleben des infizierten Wirtes zu
sichern (GILBERT et al., 1996; AHMED UND LYLES, 1997; HERDEN, 2009). Als beglinstigende
Faktoren flr virale Persistenz konnen der ausgepragte Neurotropismus des BDV, die
intraaxonale Virusausbreitung, die restriktive Freisetzung maturer Viruspartikel und die fir
ein RNA-Virus ungewoéhnlich hohe Konservierung des BDV-Genoms als mogliche Adaption an
einen nicht-zytolytischen Vermehrungszyklus angesehen werden (HERDEN, 2009).

Pradisponierend fiir die virale Persistenz wirkt ebenfalls die Moglichkeit einer Regulation der
viralen Replikation. Hierzu verwendet das BDV unterschiedliche Strategien. Beispielsweise ist
das Durchlesen der Stoppsignale T3 essentiell fir die Generierung primarer Transkripte, die
das ORF V fiir BDV-L (RNA-abhingige RNA-Polymerase) enthalten. Das Uberlesen der
Terminations-Signale soll maximal bei 3% bzw. 5% der neu gebildeten Transkripte erfolgen
(JEHLE et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2005). Variierende Anteile der 7,2 kb subgenomischen
RNAs kénnen somit an der Regulation der Replikation und Transkription beteiligt sein
(SCHNEEMANN et al., 1994; SCHNEEMANN et al., 1995).

In Versuchen im Minireplikon-Modell (rekombinantes Virussystem) konnte der Einfluss des
intrazelluldaren Verhaltnisses von BDV-N zu BDV-P sowie von BDV-P zu BDV-X auf die
Syntheseleistung der Polymerase dargelegt werden. Offenbar wird lber die Regulation der
Proteinexpression wiederum die Polymeraseaktivitdt beeinflusst (SCHNEIDER, 2005). Im
akuten Erkrankungsstadium liegt der Anteil von BDV-N deutlich Gber dem von BDV-P, was
sich positiv auf die enzymatische Aktivitdit von BDV-L auswirken soll. In der chronisch
persistierenden Phase ist dagegen achtmal mehr BDV-P als BDV-N vorhanden, was
zumindest im Modell die Syntheseleistung der Polymerase nahezu ausschaltet (WATANABE
et al., 2000; POENISCH et al., 2004; SCHNEIDER, 2005; POENISCH et al., 2008). BDV-X scheint
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durch Komplexbildung mit BDV-P zu einer Retention des Phosphoproteins im Zytoplasma
und damit zu einer Hemmung der Aktivitdt des RNP-Komplexes zu fiihren (POENISCH et al.,
2004; SCHNEIDER, 2005; POENISCH et al.,, 2008). Das Fehlen von BDV-X in der frihen
Infektionsphase fordert offenbar die Polymerase-Aktivitdt. Das Protein wurde erst in
persistent infizierten Zellen nachgewiesen, die damit verbundene Hemmung der
Polymerase-Aktivitat scheint wiederum die virale Persistenz zu beglinstigen (SCHWARDT et
al., 2005). Die Isoform des BDV-N, p38, ist nicht an der Bildung des RNP-Komplexes beteiligt.
Dagegen fordert BDV-N p40 im Minireplikon-Modell die virale Replikation und Transkription
(PEREZ et al., 2003; SCHNEIDER et al., 2004b).

In einer aktuellen Studie konnte fiir BDV eine bisher unbekannte Virus-Wirtsinteraktion
gezeigt werden. Durch Bindung von BDV-P an Histone wird die Epigenetik der Wirtszelle
beeinflusst, was wiederum mit einer verminderten viralen Replikation einhergeht und die
BDV-Persistenz fordert (BONNAUD et al., 2015). Moglicherweise hat sich diese Strategie im
Zuge der 40 Millionen Jahre langen Koevolution von Bornaviren und deren Wirtstieren
herausgebildet (BELYI et al., 2010; HORIE et al., 2010; BONNAUD et al., 2015).

Transkriptions- und Replikationsinitationssequenzen, sogenannte Promotoren, finden sich
bei NNS-RNA-Viren lblicherweise in den nicht-kodierenden Genomenden. Bei BDV fallt eine
Uberraschende terminale Heterogenitat auf, die durch eine Verkiirzung der 3" bzw. 5 -Enden
der genomischen RNA und der cRNA zustande kommt (PLESCHKA et al., 2001). Dieses aktive
Kirzen scheint zu einer deutlich herabgesetzten Replikations- und Transkriptionsaktivitat zu
fihren, was mit einer reduzierten und verlangsamten Virusausbreitung einhergehen soll.
Dies konnte eine mogliche Strategie des BDVs zur Etablierung seines nicht-zytolytischen
persistierenden Vermehrungszyklus darstellen (ROSARIO et al., 2005; SCHNEIDER, 2005;
SCHNEIDER et al., 2005; DE LA TORRE, 2006; SCHNEIDER et al., 2007). Im Modell konnte
dagegen gezeigt werden, dass Trimmen der 5°-Genomenden zwar zu einer deutlich
herabgesetzten Replikation flihren kann, die Transkriptionseffizienz aber erhalten bleibt.
Dies konnte eine Erklarung fiir die hohe Proteinexpression bei gleichzeitig geringem
Vorhandensein infektioser Viren in der persistierenden Phase der BDV-Infektion sein
(SCHNEIDER et al., 2005). Das Kiirzen der BDV-Enden soll auRerdem zum Entfernen von 5°-
Triphosphatgruppen fiihren, was die IFN-Induktion unterdriickt (PLESCHKA et al., 2001).
Somit kénnte das BDV besser vor der kdrpereigenen Immunantwort geschiitzt sein, was
wiederum eine persistente Infektion begiinstigen wiirde (HABJAN et al., 2008). Bisher ist
nicht bekannt, ob virale und/oder wirtseigene Faktoren fiir das Kirzen der BDV-
Genomenden verantwortlich sind (personliche Mitteilung CHRISTIANE HERDEN).
Interessanterweise konnte kirzlich gezeigt werden, dass BDV der koérpereigenen
Immunantwort nicht nur entkommt, sondern sie aktiv beeinflussen kann, da z.B. BDV-P
durch verschiedene Mechanismen die Induktion von Interferon 1 verhindern kann (ZHAI et
al., 2013).

Weitere Mechanismen zur Etablierung einer nicht-zytolytischen persistierenden Infektion
betreffen die Regulation der BDV-Proteinexpression. In vitro konnte gezeigt werden, dass
eine niedrige SpleiReffizienz viraler RNAs das Uberleben der infizierten Zellen begiinstigt, da
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eine Uberlastung des fiir physiologische Funktionen nétigen zelluldren SpleiRapparates
verhindert wird (JEHLE et al., 2000; CUBITT et al., 2001). Eine weitere Schlisselrolle fur die
virale Persistenz spielt das BDV-Glykoprotein. Virale Glykoproteine stellen haufig
Determinanten fir die antivirale Immunantwort dar. Durch die Herabregulierung der BDV-
GP-Expression auf der Oberflache der infizierten Zellen bzw. durch die Maskierung viraler
Epitope mittels wirtseigener N-Glykane kann eine effektive Virusabwehr durch
neutralisierende Antikérper unterlaufen werden (OLDSTONE, 1991; KIERMAYER et al., 2002;
EICKMANN et al., 2005).

2.4 ZELLTROPISMUS DES BDV

BDV zeigt bei experimentell oder spontan infizierten, immunkompetenen Tieren einen
ausgepragten Neurotropismus (NARAYAN et al., 1983a; HERZOG et al., 1984; CARBONE et
al., 1987, MORALES et al., 1988; CARBONE et al., 1991a; RICHT et al., 1991; ROTT UND
BECHT, 1995; GONZALEZ-DUNIA et al., 1997b; HERDEN, 2009). Das BD-Virus findet sich in
vivo bei adulten Tieren ausschliefllich im ZNS, peripheren Nervensystem (PNS) und in
Organen neuroektodermalen Ursprungs (HIRANO et al., 1983; NARAYAN et al., 19833;
HERZOG et al., 1984; CARBONE et al., 1987).

Bei immuninkompetenten, neonatal BDV-infizierten Lewis-Ratten breitet sich das Virus
dagegen in fast alle Organe aus (HERZOG et al., 1984; MORALES et al., 1988; TOMONAGA et
al., 2002). Die unterschiedliche Empfanglichkeit fir BDV-Infektionen kann nicht nur durch die
unterschiedliche Immunkompetenz zustande kommen, sondern konnte auf das
Vorhandensein bzw. Fehlen von bisher unbekannten BDV-spezifischen Rezeptoren auf der
Oberflache verschiedener Koérperzellen zuriickzufiihren sein (HERZOG et al., 1984; CARBONE
et al., 1993; RICHT et al.,, 1997b). Alternativ konnten die zell- und gewebespezifischen
Unterschiede in der BDV-Infektion auf die Produktion von Faktoren (z.B. Wachstumsfaktoren
wie NGF) zurilickzufiihren sein, die die BDV-Protein- und RNA-Produktion in diesen Zellen
fordert (CARBONE et al., 1993).

Fir die einzelnen BDV-Proteine und ihrer RNAs bestehen unterschiedlich regulierende und
kontrollierende Mechanismen. Die BDV-Infektion wird auf verschiedenen Ebenen reguliert.
So besteht ein Tropismus des BDV fir bestimmte Gehirnareale und Zelltypen, der sich im
Verlauf der Infektion Zndert. Uber die Regulation der Transkription, Replikation und
Translation kann die Expression viraler Proteine beeinflusst werden (WERNER-KEISS, 2006)
(siehe 2.3.3).

2.4.1 Astrozyten

Das BDV zeigt in den ersten 2 Wochen nach experimenteller Infektion von Lewis-Ratten
einen ausgepragten Tropismus fiir Neurone, es sind nur wenige Astrozyten BDV-positiv
(CARBONE et al., 1987; CARBONE et al., 1991a; RICHT et al., 1991; GOSZTONY! et al., 1993;
BAUTISTA et al.,, 1994; GOSZTONYI UND LUDWIG, 1995; GONZALEZ-DUNIA et al., 2005;
HERDEN et al., 2000, 2005; WERNER-KEISS, 2006). Im chronischen Stadium der Infektion sind
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dagegen im gesamten Gehirn verteilt, etwa ab Tag 23 p.i., auch zunehmend Astrozyten BDV-
positiv (CARBONE et al., 1987; CARBONE et al., 1991a; STAEHELI et al., 2001; OVANESQV et
al., 2008). WERNER-KEISS (2006) und POROMBKA (2008) konnten zeigen, dass schon ab 7
Tagen p.i. BDV-spezifisches Antigen und RNA in einzelnen Astrozyten gefunden werden
kénnen. Interessanterweise konnte BDV-M bevorzugt in Astrozyten, aber auch in Neuronen,
Oligodendrozyten und Ependymzellen nachgewiesen werden (WERNER-KEISS, 2006). Dabei
fand eine Verschiebung der bevorzugten Zelltypen von grofRen Neuronen in der akuten
Phase hin zu Astrozyten und kleinen Neuronen in der chronischen Infektionsphase statt. Die
Anzahl positiver Astrozyten nahm im Verlauf der Infektion zu (WERNER-KEISS, 2006). BDV-
GP fand sich im Gegensatz zur BDV-GP mRNA dagegen nie in Astrozyten, sondern immer nur
im Zytoplasma groRer Neurone (WERNER-KEISS, 2006).

2.4.2 Neurone, Oligodendrozyten und andere Gehirnzellen

Neurone sind die ersten Zielzellen im Friihstadium der Infektion, (HIRANO et al., 1983;
WERNER-KEISS, 2006; POROMBKA, 2006; HERDEN 2009). Im weiteren Verlauf sind BDV-
Protein, -RNA und Virusantigen auch in Ganglienzellen (z.B. im Trigeminalgangion),
Astrozyten, Oligodendrozyten, Ependymzellen und Schwannschen Zellen nachweisbar
(NARAYAN et al., 1983b; HERZOG et al., 1984; CARBONE et al., 1987; MORALES et al., 1988;
CARBONE et al., 1991a; RICHT et al., 1991; ROTT UND BECHT, 1995; HERDEN, 2000, 2009;
HERDEN et al., 2005; WERNER-KEISS, 2006). Vereinzelt positive Zellen kénnen auch in der
Leptomeninx gefunden werden (WERNER-KEISS, 2006). Die genomische BDV-RNA liegt im
Zellkern, die mRNA findet sich sowohl im Kern als auch im Zytoplasma (CARBONE et al.,
1991a; RICHT et al., 1991; CUBITT UND DE LA TORRE, 1994; WERNER-KEISS et al., 2008;
HERDEN, 2009). Mikrogliazellen werden nicht durch BDV-infiziert (OVANESOV et al., 2006;
OVANESOQV et al., 2008).

2.4.3 Neonatale Infektion von Epithelzellen

Interessanterweise  bestehen bei Ratten altersabhidngige Unterschiede in der
Gewebeverteilung des BDV. Bei neonatal infizierten Ratten kann infektioses Virus und virales
Antigen in den Zellen fast aller Organe sowie in Tranen, Speichel und Urin gefunden werden.
Das Virus gelangt liber Nervenendigungen in die jeweiligen Epithelzellen (HERZOG et al.,
1984; MORALES et al., 1988). SAUDER und STAEHELI (2003) konnten dagegen nur im Urin
infektioses BDV nachweisen. Nicht infiziert werden bei immuninkompetenten Lewis-Ratten
periphere Blutzellen, lymphatische Organe, Endothelzellen sowie Keimzellen (HERZOG et al.,
1984; MORALES et al., 1988; HERDEN, 2009). Die neonatal infizierten Tiere zeigen eine
lebenslange Viruspersistenz ohne selber zu erkranken bzw. typische Entzlindungsreaktionen
zu zeigen, vermutlich als Folge einer klonalen Deletion in BDV-spezifischen T-Zellen im
Thymus (CARBONE et al., 1991b; RUBIN et al., 1995). Im Gegensatz zu Lewis-Ratten kann im
Uterus, den Hoden und Nebenhoden der als natirliches Reservoir diskutierten
Feldspitzmause BDV-Antigen nachgewiesen werden, so dass hier eine sexuelle bzw. vertikale
Ubertragung méglich erscheint (PUORGER et al., 2010).
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2.5 ANTIVIRALE INTERVENTIONSSTRATEGIEN

2.5.1 Prophylaxe- und Therapieansitze bei Bornascher Krankheit

Bisher gibt es fiir BD keine liberzeugenden Therapie- und Prophylaxemdglichkeiten. Eine
lapinisierte Lebendvaccine wurde Uber viele Jahre in Ostdeutschland eingesetzt. Aufgrund
der fraglichen Effizienz der Impfung, der moglichen Beglinstigung der BD-
Immunpathogenese nach Impfung und der Gefahr der Etablierung persistenter Virustrager
wurde die Impfung 1992 eingestellt (RICHT et al., 2000). Einige Studien beschéftigen sich
seitdem mit der Entwicklung neuer BD-Impfstoffe. So gab es bei Ratten Versuche mit
intrazerebral verabreichtem, zellkulturattenuiertem BDV, die bei hohen Inokulationsdosen
einen Schutz boten (OLDACH et al., 1995; FURRER et al., 2001a). Auch rekombinante
Impfstoffe kamen in Studien zum Einsatz. Ein rekombinantes, BDV-N exprimierendes
Vaccinavirus sowie ein BDV-N exprimierendes Parapoxvirus-Vektorsystem wurde erfolgreich
zur Immunisierung von Ratten eingesetzt (LEWIS et al., 1999; HENKEL et al., 2005).

Zur Behandlung der BD wurden verschiedene Therapieansatze ausprobiert. Amantidinsulfat,
ein Medikament zur antiviralen Therapie bei Influenza A-Infektionen, wurde in vitro und in
vivo gegen BDV eingesetzt. Die Wirksamkeit wird jedoch kontrovers diskutiert (CUBITT UND
DE LA TORRE, 1994; STITZ et al.,, 1998; RICHT et al.,, 2000). Ribavirin inhibiert die
Transkription und Replikation verschiedener BDV-Stamme in unterschiedlichen Zelllinien
(MIZUTANI et al.,, 1998; JORDAN et al., 1999). Der Nutzen in vivo bleibt fraglich. Nach
Injektion in  Gehirnventrikel infizierter ~Ratten zeigten sich zwar weniger
Entziindungszellinfiltrate und ein milderer Verlauf der Erkrankung, die Effekte sind aber
vermutlich auf die antimitotische Wirkung auf Mikroglia zurtickzufiihren. Ribavirin zeigte bei
BDV-infizierten Ratten keinen Effekt auf die virale Last (SOLBRIG et al., 2002). Gerbils
tolerieren hohere Ribavirin-Dosen als Ratten. In einer Studie konnte durch den Einsatz von
hohen Ribavirin-Dosen die BDV-Vermehrung und -Ausbreitung in den Gerbilgehirnen
reduziert werden (LEE et al., 2008). 1-B-D-arabinofuranosylcytosine (Ara-C) inhibiert die BDV
Replikation in Zellkulturen und in vivo. Bei BDV-infizierten Ratten zeigte sich auch eine
Verbesserung der klinischen Symptome (BAJRAMOVIC et al., 2002). Der DNA-Polymerase-
Inhibitor Ara-C scheint beim BDV als kompetitiver Inhibitor von Cytidin zu wirken und die
BDV-Polymeraseaktivitdt herabzusetzen (BAJRAMOVIC et al., 2002; VOLMER et al., 2005). Ein
verwandtes Cytosin Nukleosid, das 2°-fluor-2*-Deoxycytidin (2°-FdC) zeigt in vitro eine
dhnliche antivirale Aktivitat und konnte aufgrund seiner geringeren Zytotoxizitdt Vorteile
gegeniber Ara-C haben (BAJRAMOVIC et al., 2004). Filtration der Zerebrospinalfliissigkeit
wurde bisher bei zwei Pferden mit BD erfolgreich eingesetzt (RICHT et al., 2000). Insgesamt
gibt es fur die BD aufgrund der Immunpathogenese jedoch noch keine Therapie, die sich
durchgesetzt hat (RICHT et al., 2000).
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2.5.2 Furin und Furin-Inhibitor MI-0701

2.5.2.1 Furin und andere Subtilisin-dhnliche Pro-Protein-Konvertasen
(SPCs)

Furin gehort zu den Subtilisin-dhnlichen Pro-Protein-Konvertasen (,subtilisin-like” oder
,subtilisin-related pro-protein convertase”, SPC) (ROUILLE et al., 1995; BERGERON et al.,
2000; BECKER et al., 2010), die in der Lage sind, Vorlauferproteine an spezifischen,
carboxyterminalen Sequenzen paariger basischer Aminosauren zu spalten (BARR et al., 1991;
CHAN et al., 1992; HALLENBERGER et al.,, 1992; DENAULT et al., 1995; SEIDAH UND
CHRETIEN, 1999; BERGERON et al., 2000; BASAK, 2005; BECKER et al., 2010). Die Spaltstelle
fir Furin besteht aus der Ubereinstimmenden Erkennungssequenz Arg/Lys/His-(X)n-
X/Lys/Arg-Arg){l (n= 1 oder 3; X kennzeichnet jede Aminosaure auBer Cystein) (BERGERON
et al., 2000; BASAK, 2005).

Nach der Nomenklatur von CHAN et al. (1992) werden beim S&ugetier sieben SPCs
unterschieden (SPC1 — SPC7). Furin gehort neben dem ,paired amino acid converting
enzyme” (PACE; BARR et al., 1991; KIEFER et al., 1991; ROEBROEK et al., 1998; BERGERON et
al., 2000) zur Gruppe der SPC1. In zahlreichen Studien zur gewebespezifischen Verteilung der
SPCs konnte gezeigt werden, dass Zellen bzw. Gewebe in der Regel eine Mischung aus
verschiedenen SPCs enthalten (BERGERON et al., 2000). Im Gehirn von Saugetieren konnten
bis auf SPC5 bisher alle bekannten SPCs nachgewiesen werden, wobei nur SPC1, SPC4 und
SPC7 auch in Gliazellen gefunden wurden (SCHAFER et al., 1993; DONG et al., 1995; SEIDAH
et al., 1996; BERGERON et al., 2000).

Furin wird in allen Korpergeweben in unterschiedlichem Mal} exprimiert. Im Gehirn konnte
es sowohl in Neuronen als auch in Gliazellen nachgewiesen werden (SCHAFER et al., 1993;
DONG et al., 1995; SEIDAH et al., 1996; WERNER-KEISS, 2006). Im trans-Golgi Netzwerk der
Zellen findet Furin die fir seine biologische Aktivitat wichtige Kalziumkonzentration und
einen neutralen pH-Wert (HALLENBERGER et al., 1992; BERGERON et al., 2000).

Das Enzym ist in zahlreiche physiologische Prozesse involviert und verantwortlich fiir die
Reifung inaktiver Vorlduferproteine (REMACLE et al., 2008; 1ZIDORO et al., 2009). Es gilt in
vivo als lebensnotwendiges Enzym, da es grundlegende Proteine in allen Zellen spaltet,
scheint aber nicht essentiell fiir das Uberleben von etablierten Zelllinien zu sein (BERGERON
et al., 2000). Furin spaltet beispielsweise Pro-Endothelin-1 (DENAULT et al., 1995), Pro-von-
Willebrand-Faktor (WISE et al., 1990), Insulin Pro-Rezeptor (MONDINO et al., 1991), Pro-R3-
nerve growth factor, Pro-transforming growth factor 81 (DUBOIS et al., 1995) und ist fiur die
normale Entwicklung von Maus-Embryonen unentbehrlich (ROEBROEK et al., 1998). Das
Enzym spielt auch eine Rolle bei zahlreichen pathologischen Prozessen, wie z.B. viralen und
bakteriellen Infektionen, Tumorgenese, Alzheimer, Diabetes mellitus und Atherosklerose
(THOMAS, 2002; BASAK, 2005).

RICHT et al. 1998 konnten fiir das BDV nachweisen, dass die Spaltung des 94 Kilodalton
groBen Glykoprotein-Vorlaufermolekiils an der Aminosdure Arginin an Position 249 fir
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dessen biologische Aktivierung notig ist (Abbildung 4). Auch fiir andere Viren konnte die
Bedeutung der Glykoproteinspaltung fiir die virale Ausbreitung gezeigt werden (BOLT UND
PEDERSEN, 1998; VOLCHKOV et al., 1998; VOLCHKOV et al., 2000; BASAK, 2005). So scheint
die proteolytische Spaltung der erste Schritt in der Aktivierung der Fusionsproteine zu sein
und wird von einer Konformationsanderung gefolgt, die zur Exposition der Fusionsdomane
fihrt (VOLCHKOV et al., 1998). Die Spaltung resultiert haufig auch in der Exposition
hydrophober Sequenzen, die wiederum die Fusion der Virushille mit Membranen der
Zielzelle induzieren (HALLENBERGER et al., 1992). Somit stellt die proteolytische Aktivierung
viraler Glykoproteine einen wichtigen Pathogenitatsfaktor dar (VOLCHKOV et al., 1998). Eine
Furin-abhangige Glykoproteinspaltung konnte auch fiir die Hillglykoproteine des Ebola- und
Marburg-Virus, des Masernvirus sowie fir das HIV-1-Virus gezeigt werden. Auch fir avidres
Influenzavirus vom Subtyp H5 und H7, Newcastle disease virus und Chikunguya Virus ist die
Spaltung Voraussetzung fir die Glykoprotein-Reifung und Fusionsaktivitat (HALLENBERGER
et al., 1992; STIENEKE-GROBER et al., 1992; MORIKAWA et al., 1993; GARTEN et al., 1994;
BOLT UND PEDERSEN, 1998; VOLCHKOV et al., 1998; VOLCHKOV et al., 2000; BASAK, 2005;
OZDEN et al., 2008). In vivo kénnen moglicherweise auch andere SPCs eine Rolle bei der
BDV-GP-Spaltung spielen (RIMA UND DUPREX, 2005). Die HIV-1 GP-Spaltung kann sowohl
durch Furin (SPC1) als auch durch SPC4 erfolgen (HALLENBERGER et al., 1992; MORIKAWA et
al., 1993; DECROLY et al., 1994). Gleiches gilt fiir das GP des Marburg Virus, das durch Furin
oder SPC6 (PC5, PC6) gespalten werden kann (VOLCHKOV et al., 2000).

2.5.2.2 SPC-Inhibitoren und der Furin-Inhibitor MI-0701

SPC-Inhibitoren kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden: 1. reine Peptide,
2. peptidmimetische Inhibitoren (substratanaloge Peptide) und 3. nicht-proteinbasierte
chemische Verbindungen (BASAK, 2005; BECKER et al., 2010).

Furin-spezifische Inhibitoren, wie z.B. der peptidmimetische Furininhibitor decanoyl-Arg-Val-
Lys-Arg-Chloromethylketone (decRVKRcmk), kénnen die BDV-Glykoproteinspaltung und
damit die glykoproteinabhangige Virusausbreitung blockieren (HALLENBERGER et al., 1992;
GARTEN et al., 1994; RICHT et al., 1998; BAJRAMOVIC et al., 2003; OZDEN et al., 2008). In
BDV-infizierten Neuronen konnte nach Zugabe von decRVKRcmk keine Virusausbreitung in
benachbarte Zellen mehr nachgewiesen werden (GARTEN et al., 1989; BAJRAMOVIC et al.,
2003). Auch in vivo scheint die transneuronale BDV-Ausbreitung glykoproteinabhangig zu
sein (WERNER-KEISS et al., 2008). Peptidmimetische Inhibitoren haben allerdings den
Nachteil, sehr anfillig fiir Proteolyse zu sein und weisen deshalb nur eine sehr begrenzte
Stabilitat auf, die ca. 4-8 Stunden fir Chloroalkylketonen betragt (HALLENBERGER et al.,
1992; BECKER et al., 2010).

BECKER et al. (2010) gelangen es einen Furin-Inhibitor (MI-0701) zur Inhibition der
Glykoprotein-Spaltung zu synthetisieren, der eine wesentlich héhere Stabilitat aufweist. Ml-
0701 ist ein substratanaloges Peptid des Furins, bei dem ein nachgeahmtes decarboxyliertes
Arginin in die P1-Position eingebaut wurde. Es handelt sich um ein 4-Amidino-Benzylamid-
Derivat, mit der chemischen Formel C3sHss5N1504, welches ein Molekulargewicht von 749,91
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besitzt (Abbildung 5) (BECKER et al., 2010; BAYER, 2010; HARDES et al., 2015). Dem Peptid
fehlt die C-terminale Carboxylgruppe, deshalb ist es nicht anféllig fliir den Abbau durch
Carboxypeptidasen. Eine N-terminale Acetylierung wirkt zusatzlich stabilisierend gegen
Aminopeptidasen. Einen weiteren Vorteil bietet die nur sehr gering ausgepragte
Zytotoxizitat, so dass in vitro kein Einfluss auf die Zellviabilitat zu verzeichnen ist (BAYER,
2010; HARDES et al., 2015).

) H, NH
R Arg-Val-Arg-NH—C @—{
NH,

Abbildung 5: Furin-Inhibitor MI-0701

Struktur des Furin-Inhibitors MI-0701 zur Inhibition der Glykoprotein-Spaltung. MI-0701 ist ein
substratanaloges Peptid des Furin, bei dem ein nachgeahmtes decarboxyliertes Arginin in die P1-Position
eingebaut wurde (BECKER et al., 2010)

MI-0701 wurde bereits erfolgreich zur Hemmung der BDV-Glykoproteinspaltung in
permanent BDV-infizierten Vero- und MDCK-Zellen eingesetzt (BAYER, 2010; LABITZKE, 2011;
HARDES et al., 2015). In Anwesenheit des Inhibitors verringerte sich konzentrationsabhangig
der Anteil an BDV-GP-C, wahrend sich die Menge an ungespaltenem BDV-GP erhohte
(BAYER, 2010). Es konnte gezeigt werden, dass MI-0701 die Ausbreitung des BDV in
benachbarte Zellen verhindert. In einem Fusionstest konnte der Furin-Inhibitor die
Fusionsaktivitat des Virus signifikant um nahezu 100% reduzieren (BAYER, 2010). Dies fuhrt
zu dem Schluss, dass die Spaltung des BDV-Glykoproteins in BDV-infizierten Vero- und
MDCK-Zellen essenziell fiir die Zell-zu-Zellausbreitung des Virus ist (BAYER, 2010; LABITZKE,
2011).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 VERSUCHSPLANUNG

Die primaren corticalen Astrozytenkulturen wurden zunachst hinsichtlich ihrer Reifungs- und
Differenzierungsmarker getestet (3.9.3). Dadurch sollten die Eignungen und Grenzen dieser
Kulturen zur Analyse persistierender Virusinfektionen des ZNS erarbeitet werden. Das
Schema des Versuchsablaufes ist in Abbildung 6 dargestellt.

Charakterisierung
primarer corticaler Astrozytenkulturen

/ \

| BDV-infiziet | | nichtinfiziert

l }

| Reifungs- und Differenzierungsmarker |

Abbildung 6: Schema des Versuchsablaufes der Charakterisierung der primaren corticalen
Astrozytenkulturen

In weiteren Schritten wurde die Expression der BDV-Proteine N (Nukleoprotein), M
(Matrixprotein) und GP (Glykoprotein) und die fiir die Proteine kodierenden mRNAs in einer
Kinetik untersucht. Dadurch sollte unter anderem geklart werden, ob zellspezifische
Regulationsmechanismen in Astrozyten zur BDV-Persistenz beitragen. Die einzelnen
Arbeitsschritte und daflr angewandten Methoden sind in Abbildung 7 schematisch
dargestellt.

BDV-infizierte
primare corticale Astrozytenkulturen

/ \

Expressionsprofil der Proteine Expressionsprofil der mRNAs die fur
BDV-N, -M und -GP BDV-N, -M und -GP kodierenden
Anzahl positiver Zellen Kontrolle der Anzahl positiver Zellen | Transkriptionseffizienz l
Subzellulére Lokalisation BandengroBe Subzelluldre Lokalisation
} | l |

Indirekte
Immunfluoreszenz

| Western Blot | In-situ- ‘ Real time RT-PCR ‘
‘ Hybridisierung

Abbildung 7: Schema der Untersuchung der BDV-Proteine und ihrer mRNAs in primaren
corticalen Astrozytenkulturen
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In weiteren Versuchen wurden die glia-glialen Ausbreitungsstrategien des BDV untersucht.
Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 8 schematisch dargestellt. Die funktionelle Rolle des
Glykoproteins bei der Virusausbreitung wurde durch Zugabe des Furin-Inhibitors MI-0701
untersucht, der die Spaltung des Proteins in seine funktionellen Untereinheiten verhindert.
(3.14). AuBerdem wurden die BDV-infizierten Primarkulturen auf das Vorhandensein von
infektiosen Viruspartikeln im Zellkulturiiberstand hin untersucht (3.13).

BDV-infizierte
primare corticale Astrozytenkulturen

/ ! \

mit ohne Gewinnung von
Zugabe des Zugabe des Zellkulturiiberstand
Furin-Inhibitors MI-0701 Furin-Inhibitors MI-0701

Anzahl BDV-infizierter Zellen

| ot | ;
Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fiir die Ausbreitungsstrategien
des BDV in primaren corticalen Astrozytenkulturen

| | | | | Infektionsversuch ‘

3.2 VERSUCHSTIERE

Als Versuchstiere wurden Lewis-Ratten aus dem Zentralen Tierlabor der Justus-Liebig
Universitat GieBen verwendet.

3.2.1 Tiere zur Prdparation primdrer corticaler Astrozytenkulturen

Als Ausgangsmaterial fiir die Praparation primadrer astrozytdrer Zellkulturen des Cortex
cerebri (im Folgenden primare Astrozytenkulturen genannt) dienten neonatale, 0-1 Tage alte
Lewis-Ratten (Az.-Nr.: Gl 18/4 V54-19c 20/15 c und Az. Gl 18/4 Nr. A 4/2010). Die Tiere
wurden unmittelbar vor Praparation der einzelnen Gehirne durch Dekapitation mit einem
Scherenschlag getotet.

Tabelle 19 (Anhang) gibt eine Ubersicht iiber die Anzahl der verwendeten Tiere fiir die
jeweilige Astrozytenpraparation.
3.2.2 Kontrolltiere

Als  Positivkontrollen  fliir die  Untersuchung der  Astrozytenreifungs- und
-differenzierungsmarker wurden Gefrierschnitte von Gehirnen neonataler (0 Tage alt) und
adulter Lewis-Ratten (42 Tage alt) verwendet.
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Die Tiere wurden mittels Dekapitation getotet. Im Falle der adulten Tiere erfolgte vor der
Dekapitation eine Betdubung mittels Isofluran®. (Az. Gl 18/4 Nr. A 4/2010 vom 25.02.2010).
Neonatale Tiere wurden wie unter 3.2.1 beschrieben, getotet.

Die Gehirne wurden direkt nach der Toétung entnommen und median in zwei Halften geteilt.
Eine Gehirnhilfte wurde transversal in 5 Ebenen zerteilt, wie bei WERNER-KEISS (2006)
beschrieben.

Nach Einbetten in Tissue-Tec® O.C.T.™-Compound (OCT) wurde das Gewebe unmittelbar in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert
(siehe Tabelle 20, Anhang). Die Herstellung der Gefrierschnitte ist unter 3.8.2 beschrieben.

3.3 IN VITRO KONTROLLMATERIAL

Permanent mit BDV-H1766 infizierte MDCK-Zellen dienten in der indirekten
Immunfluoreszenz (3.9.4 und 3.9.6), im Western-Blot (3.10.7) sowie in der Fluoreszenz-In-
situ-Hybridisierung (3.11.3) als Positivkontrollen fir den Nachweis der jeweiligen BDV-
Proteine beziehungsweise der fir sie kodierenden mRNAs. Die MDCK-Zellen wurden
freundlicherweise von Frau Dr. Sibylle Herzog, Institut fir Virologie, Fachbereich
Veterinarmedizin der Justus-Liebig Universitat GieRen zur Verfligung gestellt.

Als weiteres Kontrollmaterial wurden zu 94% mit BDV-H24 (5/25/92) infizierte primare
Astrozytenkulturen verwendet, die auf ihre Reifungs- und Differenzierungsmarker und die
BDV-Ausbreitung getestet wurden (siehe 3.7.3, 3.7.4 und 3.9.3). Sie dienten als zusatzliche
Kontrollen in der indirekten Immunfluoreszenz zum Nachweis des BDV-Matrix- und BDV-
Glykoproteins (3.9.4) und in der real-time PCR (3.12.5). Die Zellen wurden auBerdem fiir den
Versuch zur Untersuchung der glia-glialen BDV-Ausbreitung verwendet (siehe 3.14).

3.4 VIRUSPRAPARATION

Zur Infektion der primaren corticalen Astrozytenkulturen wurde eine dreimal in adulten
Lewis-Ratten passagierte Viruspraparation des GieRener Stammes H24 (5/25/92) verwendet.
Das Material wurde freundlicherweise von Prof. J.A. Richt DiagnosticMedicine/Pathobiology
Department, Manhattan, Kansas, USA zur Verfiigung gestellt. Der Virustiter betrug 6 x 10°
TCIDso. Die Titerbestimmung wurde freundlicherweise von Frau Dr. Sibylle Herzog, Institut
fir Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig Universitat GielRen
durchgefihrt. Zur Infektion wurde eine multiplicity of infection (MOI, dt. Multiplizitat der
Infektion) von 0,1 verwendet.

3.5 ALLGEMEINE VIROLOGISCHE ARBEITSSCHRITTE

Die Arbeiten mit BDV unterliegen laut Vorgabe des Regierungsprasidiums Giellen den S2-
Bestimmungen nach  Biostoff-Verordnung.  Zusatzlich zu den  Allgemeinen
HygienemaBBnahmen beim Arbeiten mit Zellkulturen wurden fiir die Arbeiten mit BDV-
Virussuspension oder BDV-infizierten Zellkulturen die in Tabelle 17 (Anhang) aufgefihrten
Vorgaben streng eingehalten.

44



MATERIAL UND METHODEN

3.6 PRAPARATION UND BDV-INFEKTION PIMARER CORTICALER
ASTROZYTEN

3.6.1 Optimierung der Praparationsmethode

Die Praparation wurde in Anlehnung an MCCARTHY und DE VELLIS (1980) durchgefiihrt und
in Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Barbara Ahlemeyer, Institut fiir Human-Anatomie und
Zellbiologie der Justus-Liebig-Universitat GielRen optimiert (AHLEMEYER et al., 2013) (3.2.1).
Initial wurden drei unterschiedliche Methoden zur Vereinzelung der Zellen aus den
praparierten Cortices cerebri (im Folgenden Cortices bzw. singular Cortex genannt) bezliglich
ihrer Zellausbeute miteinander verglichen. Zunachst wurden die Gehirnhemisphdren
ausschlieBlich mechanisch dissoziiert (Methode A), wie bei MCCARTHY und DE VELLIS (1980)
beschrieben. Bei Methode B wurden die Gewebestlicke vor der mechanischen Dissoziation
flr 20 Minuten bei 37°C mit 0,1% Papain vorverdaut. Bei Methode C wurden die Gehirne vor
mechanischer Dissoziation fiir 15 Minuten bei 37°C mit 0,25% Trypsin-EDTA vorverdaut
(Tabelle 2). Die Zelldichte der Kulturen wurde taglich, bis zum Erreichen der Konfluenz unter
dem Invertmikroskop IX70 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) Uberprift. Die
Gewinnung von Untersuchungsmaterial erfolgte mit der Methode, die die hochste
Zellausbeute ergab (3.6.2).

Tabelle 2: Methoden zur Vereinzelung der Zellen aus den praparierten Cortices

Methode | Zelldissoziation | Gewebevorverdau
A X -
B X 0,1 % Papain; 20 min bei 37°C
C X 0,25% Trypsin-EDTA; 15 min bei 37°C

Zelldissoziation = Dissoziation der Zellen mittels Cell dissociation sieve-Tissue grinder Kit® und Screen 200 mesh
Netz (beides Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) mit einem Porendurchmesser von 73,7 uM
3.6.2 Praparation

Alle Gehirne eines Rattenwurfes wurden nacheinander préapariert, das Material wurde
gepoolt und weiterverarbeitet. Die Praparation der primaren Zellkulturen erfolgte zligig und
unter sterilen Bedingungen. (siehe Abbildung 9).
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je 2 Tiere = 4 Cortices

gepoolt in Petrischale, dann
aufgeteilt auf 2 Reagenzrohrchen

15 Minuten bei 37°Cin Trypsin-EDTA inkubieren

Zentrifugieren 150 x g, 2 Minuten, Raumtemperatur (RT)
Trypsin absaugen, mit 1 ml neuem Medium resuspendieren
Cortices poolen, unter Mediumbeigabe durchs Netz streichen
Suspension in Reagenzréhrchen Uberflhren (halftig)

Zellsuspension

Zentrifugieren 150 x g, 8 Minuten, RT; Uberstand abnehmen

Mit je 3 ml Medium resuspendieren
Jeweils in Flaschen verteilen

In 25 cm? Flasche mit 2 ml In 25 cm? Flasche mit 2ml
vorgelegtem Medium vorgelegtem Medium

Abbildung 9: Schema Versuchsaufbau Astrozytenpraparation

Astrozytenprdparation am Beispiel eines Rattenwurfes mit 4 Tieren. Am Ende werden die Cortices von jeweils 2
Tieren auf eine Zellkulturflasche aufgeteilt. RT = Raumtemperatur; Medium = DMEM low glucose (1g/l), Gibco

1. Praparation der Gehirne: Die Neonaten wurden nach Desinfektion des Halsbereiches
mit 70%igem Ethanol durch Dekapitieren mittels Scherenschlag getétet. Nach
Entfernen der Schadeldecke wurde das Gehirn entnommen.

2. Praparation von Cortices frontalis und parietalis: Kleinhirn und Hirnstamm wurden
abgesetzt. Mittels zweier feiner Pinzetten wurden die Meningen im Bereich der
Cortices so weit wie moglich entfernt. AnschlieBend wurden die
GroRRhirnhemispheren median geteilt und eventuell noch vorhandene Hirnhaute
vorsichtig abprapariert. Nacheinander wurden die Cortices beider GroRhirnhalften
prapariert (Cortex frontalis und parietalis im Zusammenhang). (siehe Abbildung 10)
und bis zur weiteren Verarbeitung in eine sterile Plastikpetrischale mit vorgelegtem
Zellkulturmedium gelegt.
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Abbildung 10: Regionen im Rattengehirn (PAXINOS and WATSON, 1998; modifiziert nach
POROMBKA, 2006)

Co = Cortex cerebri (zur Praparation der primaren corticalen Astrozytenkulturen verwandt); AH = Ammonshorn;
Tha = Thalamus

3. Trypsinverdau: Jeweils 2-3 Cortices cerebri wurden in 15 ml Reagenz- und

Zentrifugenrdhrchen (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht ) mit jeweils 2 ml Trypsin-EDTA
(PAA, Paschingen, AT) Uberfuhrt und fir 15 Minuten in einem 37°C warmem
Warmebad inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 150 x g fir 2
Minuten. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das vorverdaute
Gewebe mit jeweils 2 ml Zellkulturmedium (DMEM low glucose) resuspendiert und
das Gewebe weiter zerkleinert.

4. Zelldissoziation mittels Cell dissociation sieve (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen): Das Metallsieb des Gewebezerkleinerungskits (200 mesh; PorengrofRRe
73,7 um) wurde Uber ein steriles Becherglas gehdngt und mit etwas

Zellkulturmedium angefeuchtet. Die Medium-Zellsuspension aus Schritt 3 wurde nun
nach und nach Uber das Netz gegeben. Sichtbare Gewebestiicke wurden durch
vorsichtiges Stampfen und Drehen mit einem Glaspistill durch das Netz gestrichen.

5. Die in Schritt 4 gewonnene Zellsuspension wurde in 15 ml Reagenz- und
Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und bei 150 x g 8 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde mit ca. 4 ml Medium resuspendiert und die Zellen durch vorsichtiges Hoch-
und Runterpipettieren vereinzelt.

6. Anlegen der Zellkultur: Die Resuspension wurde je nach Versuchsvorhaben auf 25
oder 75 cm? Falcon-Zellkulturflaschen (MAGV GmbH, Rabenau) mit vorgelegtem 37°C
warmem Zellkulturmedium verteilt. Als Minimum wurden pro Praparation zwei

Flaschen gewonnen. Die Flaschen wurden sofort in einen Begasungsbrutschrank Typ
B16 (Heraeus Instruments, Bereich Thermotech, Hanau) Gberfihrt und bei 37°C und
5% CO, Uber Nacht inkubiert.
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7. Waschen der Zellen: Nach 24 Stunden wurden die Zellen unter einem
Invertmikroskop IX70 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) beurteilt.
AnschlieBend erfolgt eine Waschung mit 4°C kalter, einfach konzentrierter

phosphatgepufferter Salzlésung, 1 x PBS (9.3.1). Dies diente der Entfernung von
Zelltrimmern, nicht angehafteten Zellen und Neuronen. Nach der Waschung mit 1 x
PBS (9.3.1) wurden die Zellen mit Zellkulturmedium fur Astrozyten (9.3.1) versetzt
und erneut bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Ein Teil der Zellen wurden noch am
gleichen Tag mit BDV-infiziert (siehe 3.6.4).

8. Wachstumsphase bis zur ersten Passage: Die Zellen wurden taglich unter dem

Invertmikroskop IX70 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) kontrolliert. Das
Zellwachstum wurde mit der Digitalkamera Nikon D200/300 (Nikon GmbH,
Disseldorf) dokumentiert. Alle 3-4 Tage erfolgt ein Mediumwechsel bis zur Konfluenz
der Zellen. (3.7.1). Die Zeit bis zum Erreichen der Konfluenz lag je nach Aussaatdichte
zwischen 6-9 Tagen.

9. Erste Passage: Nach Erreichen der Konfluenz werden die Zellen wie unter 3.7.2

beschrieben, passagiert und je nach anzuwendender Methode auf die
entsprechenden Zellkulturflaschen oder Multiwell-Platten gesplittet (siehe Tabelle
21, Anhang).

3.6.3 Reinheit der Astrozytenkulturen

Die Untersuchung auf nicht-astrozytdre Zellen in der Kultur wurde freundlicherweise von
Frau PD Dr. Barbara Ahlemeyer, Institut flir Human-Anatomie und Zellbiologie der Justus-
Liebig-Universitdat GieBen durchgefiihrt (AHLEMEYER et al.,, 2013). Die Expression der
Neuronenmarker MAP-2 und der Oligodendrozytenmarker CNPase wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenz am Tag 28 und Tag 42 nach Praparation getestet. AuBRerdem wurden
mittels real-time PCR die mRNA Level fiir Mtap2 (Neuronen) und Cnp (Oligodendrozyten) mit
dem mRNA Level des Astrozytenmarkers GFAP verglichen.

3.6.4 BDV-Infektion

Nach der Waschung mit kaltem 1 x PBS (9.3.1) wurden die Zellen fir mindestens 4 Stunden
im Brutschrank inkubiert.

Bestimmung der Multiplicity of Infection

Als Multiplicity of infection (MOI, dt. Multiplizitdt der Infektion) wird das zahlenmaRige
Verhaltnis von infektiosen Agenzien zu deren Zielzellen beschrieben. Die MOI lasst sich
berechnen, indem die Zahl der Viren durch die Zahl der Zellen geteilt wird. Bei einer MOI von
1 werden genauso viele Viruspartikel eingesetzt wie sich Zellen in der Kultur befinden. Zur
Berechnung der MOI kann folgende Formel angewendet werden (FLINT, 2009).

Volumen(Virus) X Konzentration (Virus) Vv X Cv
MOl = : -
Volumen (Zellkultur) x Konzentration (Zellkulltur) Vz X Cz
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1. Zellzahlung: Die Zellen in den Kulturflaschen wurden mittels einer in das Okular des
Invertmikroskopes eingesetzten Netzmikrometerplatte (U-OCMSQ 10/10; Olympus
Deutschland GmbH, Hamburg) gezahlt. Die Netzmikrometerplatte begrenzt bei 400-
facher VergroRerung ein Zahlfeld von 0,0625 mm? (0,25 x 0,25 mm) (CZASCH, 2001;
GROTERS, 2004) Bei Verwendung des 10-fach Okulars und eines 10er Objektivs
(100fache VergroRerung) entspricht das Zahlfeld der Netzmikrometerplatte demnach 1
mm? (1 x 1 mm). Bei 100-facher VergroRerung wurde pro Flasche die Gesamtzahl der
Zellen an in 5 zufallig ausgewdhlten Lokalisationen ausgezahlt und der Mittelwert
gebildet, um die Zellzahl pro 25 cm? oder pro 75 cm? Zellkulturflasche zu bestimmen.

Vv XCv
Vz XCz
ausgehend von einer Viruskonzentration von 6 x 10° TCIDso/ml und einem Volumen der

2. Berechnung der MOI: Unter Zuhilfenahme der Formel: MOI = wurde

Zellkultur von 25 oder 75 cm? die fiir eine MOI von 0,1 bendtigte Virusmenge berechnet.

3. Ansetzen der Virusverdiinnung: Die errechnete Menge Virussuspension wurde mit

Zellkulturmedium auf eine Gesamtmenge von 2 ml fir eine 25 cm? Flasche, bzw. 8 ml fur
eine 75 cm? Flasche verdiinnt, so dass der Boden der Zellkulturflaschen gerade von der
Virussuspension bedeckt ist.

4. Infektion: Zur Adsorption der Viruspartikel wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37°C
und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Virussuspension abgenommen.

5. Nach einer einmaligen Waschung mit 1 x PBS (9.3.1) wurden die Flaschen mit
Zellkulturmedium aufgefillt und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

3.7 ZELLKULTURTECHNIK

3.7.1 Medienwechsel

Das Zellkulturmedium wurde alle 3-4 Tage komplett erneuert. Die Zellmorphologie und
Zelldichte wurden vor jedem Mediumwechsel mikroskopisch kontrolliert.

Fir die primaren Astrozytenkulturen wurde DMEM low Glucose (1g/l) verwendet (9.3.1). Als
Medium fur die MDCK-Zellen wurde DMEM high Glucose (4,5 g/l) benutzt (9.3.1).

3.7.2 SubKkultur adharenter Zellen (Passagieren)

Die als Positivkontrollen verwendeten BDV-infizierten MDCK-Zellen wurden woéchentlich im
Verhialtnis 1:10 gesplittet. Primarkulturen wachsen aufgrund ihrer natirlichen
Wachstumshemmung lediglich bis zum Erreichen der Konfluenz. Im Zuge der Praparation
(3.6.2) und fur einige weiterfihrende Untersuchungen wurden auch die primaren Astrozyten
passagiert. Die Zellmorphologie und Zelldichte der Astrozyten wurden vor jeder Passage
mikroskopisch kontrolliert.

1. Ablosen der Zellen: Nach Abnahme des Zellkulturmediums und Waschen mit 1 x PBS
(9.3.1) erfolgte eine Inkubation der Zellen mit Trypsin-EDTA (PAA, Paschingen, AT) fir
8 Minuten bei 37°C im Begasungsbrutschrank Typ B16.
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2. Die Trypsinierungsreaktion wurde mit einer definierten Menge Fetal bovine serum
(FBS)-haltigem Zellkulturmedium (9.3.1) abgestoppt und die Zellen durch Hoch- und
Herunterpipettieren weiter vereinzelt. 200 pl dieser Resuspension wurden zur
Zellzahlung mit 400 ul 0,36%igem Tryptanblau (9.3.1) vermischt.

3. Zellzahlung und Vitalitatstest: 20 pl der Zell-Tryptanblau-Mischung wurde in eine
Neubauer-Zahlkammer (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen)
Uberfihrt und der Mittelwert der Zellen pro Eckquadrat bestimmt. Mit Hilfe der
Formel Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellen pro Eckquadrat X 10000 X 3
kann bei bekannter Menge der Resuspension die Gesamtzahl der Zellen bestimmt

werden. Durch folgende Formel wurde der Anteil lebender Zellen bestimmt:
ungefarbte Zellen
gef x 100
Gesamtzahl der Zellen

% lebender (ungefarbter) Zellen =

4. Der Rest der Resuspension wurde in ein 15 ml Falcon Tube Uberfihrt und bei 150 x g
fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.

5. War die Gesamtzahl der Zellen bekannt, konnte das Zellpellet in einer vorher
berechneten Menge Zellkulturmedium resuspendiert werden, um eine bestimmte
Animpfkonzentration  (Zellen/cm?) zu erzielen. In Tabelle 18 sind die
Animpfkonzentrationen der Zellen in den jeweils verwendeten Zellkultursystemen
dargestellt.

3.7.3 Einfrieren von Zellen

1. Zunachst wurden die konfluent gewachsenen Kulturen entsprechend den Punkten 1.
— 4. unter 3.7.2 passagiert und die Gesamtzahl der Zellen bestimmt.

2. Die Resuspension der Zellen erfolgte zligig in Einfriermedium (9.3.1), die Zelldichte
betrug mindestens 1,5 x 10° Zellen/ml.

3. Je 1 ml der Resuspension wurde in Kryoréhrchen Nunc Cryo Tube™ Vials, 1,8 ml
(Nunc A/S, Roskilde, Danemark) Gberfiihrt. Die Kryorohrchen wurden zligig in einen
mit Isopropylalkohol befiillten Nalgene™ Cryo 1°C Freezing Container (Thermo
Fischer Scientific, Langenselbold) gestellt und {ber Nacht langsam auf -20°C
abgekdhlt.

4. Die Lagerung erfolgte in einem Kryocontainer mit -196°C kaltem Flissigstickstoff.

3.7.4 Auftauen von Zellen

1. Die unter 3.7.3 beschriebenen Kryoréhrchen wurden ziigig aus dem Flissigstickstoff
in ein 37°C warmes Wasserbad uberfiihrt.

2. Sobald die Zell-Einfriermedium-Mischung flissig war, wurden sie in 8 ml 37°C
warmem Zellkulturmedium (siehe unter 9.3.1) verdiinnt und fiir 10 Minuten bei 150 x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 2 ml neuem
Zellkulturmedium resuspendiert.
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3. 200 pl der Resuspension wurden fir Zellzdhlung und Vitalitdtstest entnommen (siehe
3.7.2), der Rest der Zellen in einer 25 cm? Zellkulturflasche kultiviert.

4. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel (3.7.1), um die nicht angehefteten
Zellen und Zelltrimmer zu entfernen.

3.7.5 DAPI-Test zum Nachweis von Mycoplasmen

Zum Nachweis einer Mycoplasmenkontamination der Zellkulturen wurden die Zellen in
regelmalligen Abstinden im Rahmen der Immunfluoreszenzuntersuchungen mit DAPI®
gefarbt (3.9). Die Auswertung fand mit dem Fluoreszenzmikroskop Eclipse 80i, der Kamera
DS-QilMc und der dazugehorigen Software NIS-Elements BR 3.10, SP3 (Nikon GmbH,
Disseldorf) statt. Das Mikroskop besitzt unter anderem einen DAPI Filter. Im Falle einer
Mycoplasmenkontamination wiirde man neben den gefarbten Zellkernen eine
»puderzuckerartige” Hintergrundfarbung erkennen, die die Mycoplasmen-DNA darstellt.

3.8 GEWINNUNG VON UNTERSUCHUNGSMATERIAL
3.8.1 Material fiir Indirekte Immunfluoreszenz (IF)

3.8.1.1 Vorbehandlung der Multitest-Objekttriger und Deckgldischen

Um eine bessere Zellanhaftung zu erreichen, wurden Deckgldaschen (Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe) und Multitest-Objekttrager® (Dunn Labortechnik GmbH, Asbach) zunachst mit
10%igem Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) vorbehandelt (siehe 9.3.2). Dieser Schritt dient der
Denaturierung von Proteinen, die eventuell an der Oberfliche vorhanden sein kdnnten.
AnschlieBend wurden Objekttrager und Deckglaschen 1 Stunde bei 160°C sterilisiert.

3.8.1.2 Aussden der Zellen auf Multitest-Objekttrigern und 24-Well Platten

Es wurden SDS-vorbehandelte Multitest-Objekttrager® (Dunn Labortechnik GmbH, Asbach)
mit 10 Kreisen &8 6 mm Durchmesser verwendet, die wie unter 3.8.1.1 beschrieben
vorbehandelt wurden.

Die Zellen wurden, wie unter 3.7.2 dargestellt, passagiert und mit einer Zelldichte von
umgerechnet 7,1 x 10* Zellen/cm? auf Multitest-Objekttrager ausgesit. Die Aussaatdichte
entsprach somit 2 x 10* Zellen pro Well, die sich in 30 pl Zellkulturmedium befanden. Die
Objekttrager wurden in sterile Plastikpetrischalen gelegt und im Brutschrank bei 37°C und
5% CO2 kultiviert. Nach einer Anheftungszeit von ca. 24 Stunden bei nachfolgender PFA-
Fixierung und ca. 48 Stunden bei Acetonfixierung wurden die Objekttrager wie unter 3.9.1
beschrieben, mittels Aceton oder mit 4% PFA fixiert (siehe 3.9.1).

Die Aussaatdichte auf Deckglaschen in 24-Well-Platten (Greiner, Bio-One GmbH,
Frickenhausen) betrug 1,5 x 10° ZeIIen/cmZ, was 2,85 x 10° Zellen pro Well entsprach. Die
relativ hohe Aussaatdichte wurde gewahlt, um sehr schnell einen konfluenten Zellmonolayer
zu erhalten. Durch dieses Vorgehen sollte eine BDV-Ausbreitung, die lUberwiegend durch
Teilung BDV-infizierter Zellen von statten geht, weitestgehend vermieden werden (3.13 und
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3.14). Die 24- Well-Platten wurden bis zur Zellfixierung mit 4% PFA (3.9.1) bei 37°C und 5%
CO, im Brutschrank kultiviert.

3.8.2 Herstellung von Gefrierschnitten

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurde Tissue-Tec® O.C.T.™-Compound (OCT)
eingebettetes Gehirnmaterial nicht infizierter Lewis-Ratten verwendet (3.2.2). Die Gewebe
wurden in einem Kryotom (Frigocut 2700, Reichert-Jung GmbH, NuRloch) in 15 um dicke
Schnitte geschnitten und auf Super Frost Plus® Objekttrager (Menzel Glaser, Braunschweig)
aufgezogen. Das Material wurde bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.

3.8.3 Material fiir Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Zellpellets wurden wie bei LABITZKE (2011) beschrieben, aus 75 cm? Zellkulturflaschen,
gewonnen.

3.8.4 RNA- und Proteinlysate fiir real-time PCR (qPCR) und Western Blot
(WB)

Zur simultanen Isolation von RNA und Proteinlysaten aus einer Zellkulturprobe wurde das
AllPrep RNA/Protein Kit® (Qiagen GmbH, Hilden) verwendet.

Als Material wurden pro untersuchtem Zeitpunkt (Tag 21, 28 und 42 p.i.), sowohl von nicht
infizierten als auch von BDV-infizierten Astrozyten, konfluent gewachsene Monolayer von
etwa 7,3 x 10° Zellen verwendet, die in 6-Well Platten kultiviert wurden. Alle Proben einer
Versuchsreihe wurden zundchst mittels Lysispuffer lysiert, homogenisiert und bei -70°C
asserviert. AnschlieRend erfolgte die gleichzeitige Protein- und RNA-Aufreinigung samtlicher
Proben. Als Positivkontrollen wurden Protein- und RNA- Lysate BDV-infizierter MDCK-Zellen
und von zu 94% mit BDV-H24 (5/25/92) infizierten primare Astrozyten gewonnen (3.3).

Das Protokoll wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Abweichend davon wurde
mit der Kultivierung der Zellen auf 6-Well Platte mehr Zellen als im Protokoll angegeben
verwendet. Die Menge des Lysispuffers (Puffer APL) wurde entsprechend der hoéheren
Zellmenge auf 400 pl verdoppelt. Die Sdulchen, mit denen Proteine fiir eine anschlieBende
Lektinfallung von Glykoproteinen (BDV-GP) gewonnen werden sollten, wurden mit Puffer
GDK-1 (9.3.4) equilibriert. Die Proteinaufreinigungssdulchen fir die Gewinnung von
Proteinen fiir den RB-Actin, BDV-N- und BDV-M-Nachweis wurden mit
Homogenisationspuffer (9.3.4) equilibriert. Wie vom Hersteller angegeben, konnen RNA-
stabilisierende Komponenten des Lysispuffers Prazipitate mit SDS formen, deshalb wurde,
sofort nach Aufreinigung der Proteine mittels des mitgelieferten Protein Cleanup Saulchens,
eine zusatzliche Acetonaufreinigung der eluierten Totalproteine vorgenommen.
Aufgereinigte Proteine, die einer Lektinfallung unterzogen werden sollten (3.10.1), wurden
in Puffer GDK-1 (9.3.4) resuspendiert. Proteine, die ohne vorherige Lektinprazipitation fiir
die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (3.11.2) und anschliefend im Western-
Blot benutzt werden sollten, wurden in Homogenisationspuffer (9.3.4) resuspendiert. Die
Proteinproben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20° aufbewahrt.
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Die aufgereinigte RNA wurde zur weiteren Verwendung in der spezifischen Reversen
Transkription (RT) (3.12.2) bei -80°C aufbewahrt. Vor ihrem Einsatz in der real-time PCR
wurde mittels photometrischer Messung die Extinktion der Nukleinsdauren bestimmt
(3.12.1.2).

3.8.5 Zellkulturiiberstand zum Nachweis von infektosem BDV

Das Medium von BDV-infizierten Astrozyten wurde am Tag 27 p.i. gewonnen und bis zur
weiteren Verwendung (3.13) bei -80°C eingefroren. Als Negativkontrolle wurde Medium
gleichaltriger, nicht infizierter Astrozyten asserviert. Als Positivkontrolle diente die zur
Infektion der Astrozyten verwendete, virushaltige Suspension (siehe unter 3.6.4), die nach
Beendigung der Inkubation der Zellen ebenfalls bei -80°C eingefroren wurde.

3.9 INDIREKTE IMMUNFLUORESZENZ (IF)

Der Nachweis der Astrozytenreifungs- und Differenzierungsmarker sowie der Nachweis BDV-
spezifischer Antigene erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenz modifiziert nach
KRUDEWIG (2006), WASIERI 2009 und Dianova (Immunologie: Fluoreszenz Topics. Ein
Handbuch fiir Immunfluoreszenz). Fir die jeweiligen Primar- und Sekundarantikorper
wurden zundchst die geeigneten Verdiinnungen und die Blockingseren getestet (LABITZKE,
2010).

3.9.1 Etablierung unterschiedlicher Fixierungsmethoden

Zunachst wurde fir alle Antikorper eine Fixierung der Zellen mit 4% Paraformaldehyd (PFA)
(9.3.2) gewahlt. Fir die BDV-spezifischen Antikérper wurde auBerdem eine Acetonfixierung
durchgefiihrt.

Fixierung mittels 4%igem Paraformaldehyd (PFA)

Zur Darstellung der Reifungs- und Differenzierungsantigene der Astrozyten, sowie dem
Nachweis des BDV-N wurden die Zellen nach 5-miniitigem Waschen mit 1 x PBS (9.3.1) mit
frisch angesetztem 4%igem Paraformaldehyd (PFA) (9.3.2) fur 25 Minuten fixiert. Die
getrockneten Multitest-Objekttrager oder Deckglaschen wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -70°C gelagert.

Fixierung mittels Aceton

Zum Nachweis der BDV-Proteine BDV-N, BDV-M und BDV-GP wurden die Zellen nach jeweils
5-minitigem Waschen mit 1 x PBS und Aqua bidest. fiir 30 Minuten in eiskaltem Aceton bei -
20°C fixiert. Die getrockneten Multitest-Objekttrager wurden bis zur weiteren Verwendung
bei -70°C gelagert.

3.9.2 Seren und Antikorper

e Primarantikoérper

Die verwendeten Primarantikorper finden sich in Tabelle 3.
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e Sekundare Antikorper

Zur Darstellung der Primarantikérper wurden mit Cyanin-Fabstoffen gekoppelte

Sekundarantikérper verwendet. Die verwendeten Sekundarantikdrper finden sich in

Tabelle 4.

e Blockingseren

Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurden Blockingseren aus der Spezies

verwendet, aus der die jeweils verwendeten Sekundarantikérper stammten. Fir

einige Antikdrper wurden abweichend davon andere Blockingseren benutzt, deren

Verwendung und geeignete Verdiinnung in Vorversuchen etabliert worden war
(LABITZKE, 2010).

Tabelle 3: Primarantikorper fiir die Indirekte Immunfluoreszenz, deren Herkunft, Klonalitat,
Verdiinnung und die verwendeten Positivkontrollen

Klonalitat und . .. -
— - eprsne Lokali- | Verdiinnung Positiv-
Primarantikérper Spezifitat . .
sation | Blocking kontrolle
Hersteller
Astrozytenreifung— und Differenzierung
polyklonal
Kaninchen-anti- bovines GFAP (RM) 7 1:50in 1% PBS-BSA Gehirn
GFAP DacoCytomation 100% ZS Ratte 42 Tage
(Glostrup, Danemark)
monoklonal
Maus-anti-Vimentin porzines Vimentin 7 1:50 in 5% PBS-BSA Gehirn
Sigma-Aldrich GmbH 10% ZS Ratte 42 Tage
(Taufkirchen)
polyklonal
Kaninchen-anti- bovines S100 (Geh) iz 1:100 in 1% PBS-BSA Gehirn
S100R DacoCytomation, 100% ZS Ratte 42 Tage
(Glostrup, Danemark)
monoklonal Gehirn
Maus-anti-Nestin RM Rattenembryo iz 1:50in 1% PBS-BSA neonatale
Millipore GmbH 20% SS Ratte
(Schwallbach)
monoklonal Gehirn
Maus-anti-A2B51 Re'tl‘na embr. Hihner OF 1:100 in 1% PBS-BSA Neonatale
Millipore GmbH 5% ZS Ratte
(Schwallbach)
polyklonal
Meerschweinchen- Ratten GLAST iz 1:1000 in 1% PBS-BSA | Gehirn
anti-GLAST Millipore GmbH 100% ZS Ratte 42 Tage
(Schwallbach)
polyklonal
Meerschweinchen- Ratten GLT-1 iz 1:500 in 1% PBS-BSA Gehirn
anti-GLT-1 Millipore GmbH 100% ZS Ratte 42 Tage
(Schwallbach)
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.. i Klon?l.lt.?t und Lokali- | Verdiinnung Positiv-
Primarantikérper Spezifitat . .
sation | Blocking kontrolle
Hersteller
BDV-Infektion
. . polyklonal . .
Kaninchen-anti- . 1:50 in 1% PBS-BSA BDV-inf.
BDV-Rattenserum Serum BDV-inf. Ratte 12/OF ohne Blocking MDCK-Zellen
(Herzog)
Maus-anti-BDV-N ;ns(;zgkllgnsalljv-N . 1:100 in 1% PBS-BSA | BDV-inf.
Bo18 0,2% PBS-BSA MDCK-Zellen
(Herzog)
polyklonal
Kaninchen-anti-BDV- 1:400 in 1% PBS-BSA BDV-inf.
16 kD BDV-M 1Z
M GA01/01 0,2% PBS-BSA MDCK-Zellen
(Garten)
polyklonal
Kaninchen-anti- OF 1:400 in 1% PBS-BSA BDV-inf.
C-terminales Peptid
BDV-GP-C; a-gp2 1Z 0,2% PBS-BSA MDCK-Zellen
(Garten)

Lokalisation = Antigenlokalisation; 1Z = intrazelluldr; OF = Oberflache der Zelle; PBS = phosphate buffered saline;
BSA = bovines Serumalbumin; PBS-BSA = in 1 x PBS verdinntes BSA; Geh. = Gehirn; RM = Rickenmark; ZS =
Ziegenserum; SS = Schweineserum; BDV-inf. = BDV-infiziert; GFAP = Saures Gliafaserprotein (glia fibrillary acidic
protein); Y:neuron cell surface antigen (A2B5); GLAST = glial glutamate aspartat transporter; GLT-1 = glial
glutamate transporter; BDV-N = BDV-Nukleoprotein; BDV-Ag = BDV-Antigen; BDV-M = BDV-Matrixprotein;
BDV-GP-C = C-terminaler Abschnitt des BDV-Glykoproteins; die BDV spezifischen Antikérper wurden
freundlicherweise von Prof. Wolfgang Garten, Institut fur Virologie, Philips-Universitat Marburg und Frau Dr.
Sibylle Herzog, Institut fir Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig Universitat GieRen zur
Verfligung gestellt

Tabelle 4: Sekundarantikérper und DNA-Darstellung flr die indirekte Immunfluoreszenz, ihre
Verdiinnung und ihr Absorptions- und Emissionsmaximum

Sekundarantikorper Herkunft | Verdiinnung Absyax EMmpax Farbe
Cy™2 anti-Kaninchen IgG (H+L)" Ziege 1:150in 1 x PBS 492 510 griin
Cy™3 anti-Maus IgG (H+L)* Ziege 1:100in 1 x PBS 550 570 rot
(CFTLMLZ)* anti-Meerschweinchen 1gG | . 0 | 1.950in1xPBS | 492 510 griin
Cy™3 anti-Ratte IgG (H+L)* Ziege 1:400 in 1 x PBS 550 570 rot
DAPI 1:500 in 1 x PBS 358 461 blau

Cy = Cyanin-Fabstoffen gekoppelte Sekundarantikorper; " Hersteller Dianova GmbH, Hamburg; 1gG =
Immunglobulin G; H = schwere (heavy) Polypeptidkette eines Immunglobulinmolekiils; L = leichte (light)
Polypeptidkette eines Immunglobulinmolekiils; DAPI = DNA-interkalierender Farbstoff: Hersteller Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe; 1 x PBS = einfachkonzentrierte phosphatgepufferte Kochsalzlésung; Absy., =
Absorptionsmaximum des Fluoreszenzfarbstoffs; Emy,, = Emissionsmaximum des Fluoreszenzfarbstoffs
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3.9.3 Nachweis astrozytarer Reifungs- und Differenzierungsmarker

BDV-infizierte und nicht—infizierte primare Astrozytenkulturen wurden in einer Kinetik auf
ihre Reifungs- und Differenzierungsmarker hin untersucht (Tabelle 3) (AHLEMEYER et al.,
2013). Die Untersuchungen fanden 7, 28 und 42 Tage nach Prdparation der Zellen statt. In
einer zweiten Prdparation wurden sowohl bei BDV-infizierten als auch bei nicht infizierten
Zellen die Zeitpunkte 28 und 42 nach Praparation untersucht. Die Antikorper wurden jeweils
im Doppelansatz aufgetragen. Um die Zellreifung und -differenzierung zu einem sehr spaten
Zeitpunkt zu untersuchen, wurden exemplarisch 300 Tage alte Astrozyten getestet, die
zudem fir 1,5 Monate kryokonserviert waren.

Die Durchfiihrung der Immunfluoreszenz fand wie bei AHLEMEYER et al. (2013) beschrieben
statt. Abweichend davon war fir den Antikérper A2B5 keine Permeabilisierung der Zellen
mit TritonX-100 notig. Die als Positivkontrollen verwendeten Gefrierschnitte wurden ab
Schritt Nr. 4 in in einem Coverplate™-System (Thermo Fischer Scientific, Langenselbold)
durchgefihrt.

1. Zur Permeabilisierung der Zellen und Gefrierschnitte erfolgte eine Waschung mit
0,25% igem TritonX-100 fuir 20 Minuten bei 37°C in einer Standkivette.

2. Zur Entfernung des Detergenz folgte eine Waschung mit 1 x PBS fir 3 x 5 Minuten in
einer neuen Standkuvette.

3. Nach Abtrocknen der Objekttrager wurden die Vertiefungen der Multitest-
Objekttrager® mit einem Fettstift, DakoCytomation Pen (DakoCytomation GmbH,
Hamburg) umrandet.

4. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurden 25 pl Blockingserum (siehe
Tabelle 3) pro Vertiefung der Multitest-Objekttrager® und 100 ul pro Gefrierschnitt
im Coverplate™-System eingesetzt und die Objekttrager fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.

5. Die Multitest-Objekttrager® wurden in einer Standkivette 3 x 5 Minuten mit 1 x PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die Bereiche zwischen den Léchern vorsichtig
abgetrocknet. Die Waschung der Gefrierschnitte erfolgt in den Coverplate™-
Systemen.

6. 25 pl (bzw. 100 ul fir Gefrierschnitte) des in 1% PBS-BSA (1%ige Bovines
Serumalbumin-Lésung in 1 x PBS) verdinnten Primarantikdrpers wurden pro
Vertiefung der Multitest-Objekttrager® aufgetragen und in einer feuchten Kammer
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Verdiinnungen der Primarantikorper finden sich in
Tabelle 3.

7. Die Multitest-Objekttrager® wurden in einer Standkiivette 3 x 5 Minuten mit 1 x PBS
gewaschen, um nicht gebundenen Primarantikdérper zu entfernen. AnschlieBend
wurd