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Einleitung

1 Einleitung

Das Borna Disease Virus (BDV), der Erreger der,,Hitzigen Kopfkrankheit“ der Pferde oder
der Borna Disease (BD) bei verschiedenen Tierarten, ist ein RNA-Virus der Familie Borna-
viridae (Schneemann et al., 1995; delaTorre et al., 1990) in der Ordnung Mononegavirales.
Esist behtllt, einzelstrangig, nicht-segmentiert und gilt al's nicht-zytopathogen.

Nicht nur die vielen fir ein RNA-Virus untypischen Eigenschaften, auch das sehr breite
natUrliche Wirtspektrum, das zahlreiche Saugetierarten und V6gel umfasst, und die grof3e
Variabilitét des Krankheitsverlaufes machen das BDV zu einem besonderen Erreger.
Wahrend fur das BDV fruher ein eher begrenztes V erbreitungsgebiet (Stiddeutschland und
Schweiz) und ein eingeschranktes Wirtsspektrum (Pferd und Schaf) angenommen wurde,
haben Untersuchungen der letzten Jahre ein besonders breites Wirtsspektrum und eine grof3e
geographische Ausbreitung gezeigt (Bahmani et al., 1996; Caplazi et al., 1994; Dauphin et
al., 2001; Galabru et al., 2000; Hagiwara et al., 1996, 2001; Helps et al., 2001; Horii et al.,
2001; Kao et al., 1993; Lundgren et al., 1993; Nakamuraet al., 1995).

Obwonhl die Krankheit beim Pferd schon am Ende des 19. Jahrhunderts beschrieben wurde,
das Virus as Erreger bereits in den 20iger Jahren identifiziert wurde (Zwick, 1939) und der
erste Referenzstamm 1929 isoliert werden konnte (Ubersicht in Dirrwald und Ludwig, 1997),
sind immer noch viele Fragen bezliglich der Epidemiologie, der Pathogenese und des
zoonotischen Potentials offen.

Auf der anderen Seite macht die hohe Empfénglichkeit vieler Labortiere die experimentelle
Infektion von Nagetieren wie Ratten, Mausen und Gerbilen zu einem attraktiven Modell fur
die Forschung.

Die Ratte stellt dabei das am haufigsten verwendete Labortier dar und zeigt zwei unterschied-
liche charakteristische Verlaufe der Krankheit. Zum einen stellt die Infektion der adulten
immunkompetenten Ratte, die eine Meningoenzephalitis und eine biphasische Verhaltens-
stérung ahnlich der der natiirlichen Infektion des Pferdes und Schafes hervorruft, ein wichti-

ges Modellsystem fir die Erforschung der nattirlichen BD und &nlicher immunvermittelter
K rankheiten dar. Zum anderen steht die »Persistierende tolerante Infektion der Neugebore-

nen“ (Bautista et al., 1994; Pletnikov et al., 2002a) zur Verfigung, bei der keine offensichtli-
che Entziindungsreaktion und klinische Zeichen einer BD bestehen. Diese stellt ein einzig-

artiges Modell fur die Erforschung von Vorgangen und Konsequenzen bei Viruspersistenzim
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ZNS und fur Mechanismen, mit denen nicht-zytopathogene Viren Verhaltens- und Neuroent-
wicklungsstorungen in der Abwesenheit von offensichtlicher Entzindung und Zytolyse im
ZNS ausl6sen, dar. Das klinische und pathologische Bild bei diesen Tieren ist reproduzierbar
und der Verlauf immer &hnlich, jedoch bestehen Unterschiede in Schweregrad und zeitlichem
Verlauf der Krankheit abhangig von dem verwendeten Virusstamm, der Infektionsdosis und
dem verwendeten Rattenstamm (Nishino et al., 2002; Oldach et al., 1994; Pletnikov et al.,
2002b und 2002c). Bisher flhrten die intrazerebrale und intranasale Route, jedoch nicht die
intravendse I nokulation zur Infektion (Carbone et al., 1987; Ubersicht in Jordan und Lipkin,
2001).

Bel der Borna-Enzephalitis von adult-infizierten Ratten, Pferden und Schafen handelt es sich
um eine immunvermittelte Krankheit, bei der MHC-I-restringierte CD8*_T_7dl|en Effektor-

zellen reprasentieren, die sowohl fir die akute Krankheit (charakterisiert durch zellulare
Degeneration) als auch fr die chronische Phase (charakterisiert durch kortikale Atrophie)
verantwortlich sind (Bilzer und Stitz, 1994; Sobbe et al., 1997). Die akuten Symptome decken
sich zeitlich mit dem Auftreten der entziindlichen Reaktion bei allen Infektionsrouten
(Carbone et al., 1987; Deschl et al., 1990). Sie klingen mit dieser ab, obwohl das Virus bei
solchen Tieren trotz Anwesenheit von neutralisierenden Antikdrpern in Serum und zerebro-
spinaler Flissigkeit lebenslang im ZNS persistiert (Hatalski et al., 1994; Narayan et al.,
1983a; Schneider et al., 1997).

Neonatal intrazerebral infizierte Ratten zeigen keine Entztindungsreaktion und klinische An-
zeichen einer typischen Borna-Krankheit, aber Emotions- und Lerndefizite (Rubin et al.,
1999), abnorme soziale Interaktionen (Pletnikov et al., 1998) und Anomalitéten in Physio-
logie und Neuroentwicklung (Bautista et al., 1994; Dittrich et al., 1989; Hornig et al., 1999;
Pletnikov et al., 1999b). Die Symptome gehen mit Kleinhirnhypoplasie, fortschreitender De-
generation des Gyrus dentatus und kortikaler Schrumpfung (Bautista et al., 1995; Gonzal ez-
Duniaet al., 2000; Hornig et al., 1999) einher.

Obwohl Symptome und Pathologie nach intrazerebraler Infektion der neugeborenen Ratte gut
dokumentiert und reproduzierbar sind, ist die Pathogenese der Stérungen dagegen immer
noch weitgehend ungeklart. Das Spektrum der Anderungen in Verhalten und Neuroent-
wicklung bel neugeboren-infizierten (NBI)-Ratten hat jedoch bemerkenswerte Parallelen mit
einigen der Hauptmerkmale von menschlichen neuropsychiatrischen Stérungen wie Schizo-
phrenie und affektiven Krankheiten (Altshuler et al., 1987; Fish et al., 1992; Soares und

Mann, 1997). Dies gibt gerade diesem Tiermodell einen besonderen Stellenwert, um die

2
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Pathogenese solcher nicht-immunvermittelter, neurodegenerativer Krankheiten besser
verstehen zu lernen.

Insbesondere stellen neonatal infizierte Lewis Ratten ein einzigartiges Modell fir Autismus
dar (Kemper und Bauman, 1993). Die beobachteten V erhaltensdefizite und Anomalitéten
zeigen starke Korrelation mit einigen Kernmerkmalen von autism spectrum disorders (ASD)
(Bautistaet al., 1994 und 1995; Gillberg, 1999; Hornig et al.,1999, 2001; Lord et al., 2000;
Plata-Salaman et al., 1999; Pletnikov et al., 1999a, 1999b und 2000; Rapin und Katzman,
1998; Rubin et al., 1999; Trottier et al., 1999; Tsai, 1999).

Bei den bisherigen neonatalen Modellen wurden die Tiere nach intrazerebraler Infektion un-
tersucht. Hierbei konnen die Folgen der mechanischen Verletzung des Hirngewebes durch die
Injektion und die Veranderungen, die durch die eigentliche Infektion ausgel 6st werden, nicht
eindeutig voneinander abgegrenzt werden. Daher wurden in dieser Arbeit Gehirne von Ratten
untersucht, die neugeboren aerogen/intranasal infiziert wurden.

Diese Art der Infektion stellt nicht nur einen minimal invasiven Eingriff dar, sie dirfte auch

dem Weg der nattirlichen Ansteckung von Pferden und Schafen entsprechen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Infektion der mit der neuen Methode der aerogenen/
intranasalen Infektion neugeborenen infizierten (NBAE-) Ratten naher zu charakterisieren
und mit den bisher angewendeten Methoden der Infektion der Ratte und dem Verlauf der
Krankheit bei anderen Tierarten zu vergleichen. Dafir wurden Paraffinschnitte von Gehirnen
NBAE-infizierter Ratten, Sentinels und Kontrolltiere verschiedenen Alters hergestellt und
Farbungen und Immunhistochemie mit verschiedenen Markern durchgeftihrt, um insbeson-
dere die Virusverbreitung und —verteilung, das Vorhandensein und Ausmal3 einer Immun-

antwort und zelluldre Reaktionen von Astrozyten und Neuronen zu untersuchen.
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2 Literaturubersicht

2.1 DasBorna Disease Virus

2.1.1 Geschichteund Epidemiologie

Die Bornasche Krankheit oder Borna Disease (BD) oder,,Hitzige Kopfkrankheit* oder
,,Dummkoller der Pferde‘ wurde zum ersten Mal am Ende des 18. Jahrhunderts in Siid-
deutschland beschrieben, wo sie sporadisch als infektidse Krankheit des ZNS auftrat. Ihren
Namen verdankt sie der Stadt Bornain Sachsen, in der eine grof3e Zahl von Pferden eines
Kavallerieregiments wahrend einer Epidemieim Jahr 1895 starben (Ubersicht in Dirrwald
und Ludwig, 1997). Die virale Atiologie, also die Identifizierung des Pathogens als neues
nicht-bakterielles Agens wurde am Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben (Zwick, 1939)
und der erste Referenzstamm (strain V) 1929 aus einem kranken Pferd nach einer Serie von
Passagen im Kaninchen isoliert (Ubersicht in Dirrwald und Ludwig, 1997). BD war als eine
nicht-eitrige Meningoenzephalomyelitis bei Pferden und Schafen mit oft tédlichem Verlauf in
den endemischen Regionen in Deutschland und dem oberen Rheintal zwischen der Schweiz,
Osterreich und dem Fiirstentum Liechtenstein bekannt (Staeheli et al., 2000; Weissenbick et
al., 1998a).

Inzwischen wurde BDV in vielen anderen Landern, auch auf3erhalb Zentraleuropas wie USA,
Japan, China, Iran und Israel (Becht und Rott, 1995; Hagiwara et al., 2001; Herzog et al .,
1997; Kao et al., 1993; Nakaruma et al., 1995; Stitz und Rott, 1994), und aus vielen anderen
Saugetieren, darunter Rind (Bode et al., 1994; Caplazi et al., 1994; Hagiwara et al., 1996),
Kaninchen (Metzler et al., 1978), Hund (Weissenbdck et al., 19984d), Zootiere wie Affen,
Alpakas und Lamas (Richt et al., 1997; Rott und Becht, 1995) und Wildtiere wie Luchs
(Degiorgis et al., 2000) und Fuchs (Dauphin et al., 2001) und Vogeln (Berg et al., 2001;
Malkinson et al., 1993) isoliert. Da einheitliche Testverfahren immer noch fehlen und nicht
ale Isolate von den gangigen Antikorpern erkannt werden (Haas et al., 1986), sind sowohl
das natiirliche Wirtsspektrum als auch die geographische Verbreitung laut einiger Autoren
wahrscheinlich grofRer al's bisher angenommen (Bahmani et al., 1996; Caplazi et al., 1994;
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Dauphin et al., 2001; Galabru et al., 2000; Hagiwara et al., 1996, 2001; Helps et al., 2001,
Horii et al., 2001; Kao et al., 1993; Lundgren et al, 1993; Nakamura et al, 1995).

Aulerdem konnten immer mehr Spezies, vom Huhn bis zum Primaten, experimentell infiziert
werden und die Infektion der Ratte wurde zu einem wichtigen Modell, um die Immunpatho-
genese von BDV und die Stérungen der neurologischen Entwicklung bei viraler Atiologie zu
studieren (Bilzer und Stitz, 1996; Briese et al., 1999; Gonzalez-Duniaet al., 1997; Stitz et al.,
1995).

Uberdies wurden in den letzten 14 Jahren spezifische Marker fir die BDV-Infektion im
Menschen detektiert, besonders bel psychiatrisch erkrankten Patienten, aber das zoonotische
Potential des Viruswird immer noch kontrovers diskutiert (Richt und Rott, 2001; Schwemmle
et al., 1999; Staeheli et al., 2000).

Die klinische Erscheinung bel einer BDV-Infektion variiert stark von inapparentem V erlauf
bis zu schwerer todlicher Krankheit, abhangig von der infizierten Spezies, dem Immunstatus
des Wirts, dem Zeitpunkt der Infektion und dem Virusstamm (ndher beschrieben im folgen-

den bei den einzelnen Tierarten). Die Inkubationszeit betragt zwel Wochen bis einige Monate.

Der Ubertragungsweg fir BDV ist bisher noch nicht aufgeklart. Eine Tropfcheninfektion wird
vermutet, da BDV-RNA in nasalen und konjunktivalen Sekreten und Speichel nachgewiesen
wurde (Herzog et al., 1997; Richt et al., 1993) und im frihen Verlauf der Infektion eine ent-
ziindliche Reaktion mit Odem in den olfaktorischen Bulbi von nattirlich infizierten Pferden
auftritt (Joest und Semmler, 1911; Ludwig et al., 1988). AulRerdem findet bel Kohabitation
von persistent infizierten Tragertieren mit naiven Ratten eine effektive BDV-Transmission
statt, wahrscheinlich durch nasale Infektion mit dem frischen Urin der Trégerratten, in dem
reichlich Virus présent ist (Sauder und Staeheli, 2003). Die Verbreitung von BDV durch ol-
faktorische Neuronen zum limbischen System, die in Ratten gezeigt wurde (Carbone et al .,
1987; Morales et al., 1988) spricht ebenfalls fir diese Transmissionsroute.

Hamatogene Ubertragung, beispielsweise mit Insekten als Vektoren fiir BDV wurde vorge-
schlagen, da BDV-Nukleinsaure und —Proteine in peripheren mononukledren Blutzellen ge-
funden wurden (Rubin et al., 1995; Sierra-Honigmann et al., 1993) und eine saisonale
H&aufung von BD-Erkrankungen im Frihling und frihen Sommer festgestellt wurde
(Ubersicht in Durrwald und Ludwig, 1997; Richt et al., 1997), jedoch gibt es hierfiir bisher

keine weiteren Anhaltspunkte.
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Auch wilde Kleinsiuger als Reservoir und Ubertrager wurden diskutiert, da die experimen-
telle Infektion neugeborener Ratten in Viruspersistenz mit Ausscheidung von Virusin
Speichel, Urin und Faeces resultiert (Herzog et al., 1984; Sierra-Honigmann et al., 1993).
Diese Hypothese konnte trotz Studien an wilden Nagern lange nicht belegt werden (Tsujimura
et al., 1999). Eine Untersuchung von 165 wilden Nagern (18 Spezies) auf Antikdrper in China
ergab keine positiven Ergebnisse (Hagiwara et al., 2001). Erst 2006 gab es den ersten Bericht
von infizierten wilden Kleinsaugern in einer Region in der Schweiz, in der BDV bei Pferden
und Schafen endemisch vorkommt (Hilbe et al., 2006). Es handelte sich um drei wilde
Spitzhdrnchen, bei denen BDV im Gehirn nachgewiesen werden konnte. Sie zeigten keine
Entztndung oder Degenerationserscheinungen im Gehirn und eine 99,9 %ige
Sequenziibereinstimmung mit einem Isolat aus einem Pferd, das in dieser Gegend an BD
gestorben war. 2007 berichtet Kinnunen et al. (2007) tber den Fund von BDV -spezifischen

Antikorpern in drei wilden Nagern in Finnland.

Der Fund von BDV in Exkrementen von wilden Vdgeln |&sst auch diese als mogliches

Reservoir von BDV in Frage kommen (Berg et al., 2001).

Uber Félle vertikaler Transmission wurde bislang nur vereinzelt beim Pferd (Dauphin et al.,
2001; Hagiwara et al., 2000) und experimentell bei der Maus (Okamoto et al., 2003)
berichtet.

Zur Zeit ist die ansteckende Gehirn-Ruckenmarkentziindung der Einhufer (Bornasche Krank-
heit) in Deutschland eine meldepflichtige Tierseuche ( Bundesgesetzblatt 2001 Teil | Nr. 16
S. 540, vom 20. April 2001, geéndert durch Bundesgesetzblatt 2001 Teil | Nr. 55 S. 2860 vom
06. November 2001, durch Bundesgesetzblatt 2004 Teil | Nr. 58 S. 2791, vom 12. November
2004, zuletzt geéndert am 20.12.2005 durch Bundesgesetzblatt 2005 Teil | Nr. 74, S. 3499,
Art. 3 vom 23. Dezember 2005 - Bekanntmachung der Neufassung: Bundesgesetzblatt 2005
Teil I Nr. 74, S. 3516 vom 23. Dezember 2005).

2.1.2 Taxonomieund Molekularbiologie

Bei dem Borna Disease Virus handelt es sich um ein behlltes einzel strangiges nicht-segmen-
tiertes RNA-Virus mit negativer Polaritdt und einem helikalen Nucleocapsid. Die Virus-
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partikel sind empfindlich gegentiber Hitze, sauren pH-Werten, Lipidldsungsmitteln und Des-
infektionsmitteln mit begrenzt viruzider Wirkung. Néheres tber die chemisch-physikalischen
Eigenschaften ist nicht bekannt (Kaaden, 2002).

Das BDV wurde wie die Filoviridae, Paramyxoviridae und Rhabdoviridae der Ordnung
Mononegavirales zugeordnet (Kaaden, 2002). Obwohl es eine diesen dhnliche Genom-
organisation aufweist, ist das Genom von BDV mit 8,9 kb (Briese et al., 1994; Cubitt et al.,
1994a) kleiner als die anderen Mitglieder dieser Ordnung und repliziert und transkribiert
anders als dieseim Zellkern infizierter Zellen (Briese et al., 1992; Cubitt et al., 1994; Pyper et
al., 1998). Diese Eigenart findet sich innerhalb dieser Ordnung nur noch bei Pflanzen-

rhabdoviren.

Obwohl unterschiedliche I solate signifikante Ungleichheit in ihrer phenotypischen Expression
zeigen konnen, ist eine hohe Sequenzkonservierung charakteristisch fir BDV (Staeheli et al.,
2000). Allerdings wurde aus einem Pferd aus Osterreich ein Stamm (No/98) isoliert, der
immerhin 15% Unterschied zu den Referenzstammen V und He/80 aufweist, was die Frage
aufwarf, ob nicht weitere bislang noch nicht klassifizierte Subtypen existieren und das BDV -

Genom weniger konserviert ist als bisher angenommen (Nowotny et al., 2000).

BDV besitzt eine Vidfalt von Strategien wie das Spleif3en von RNA fir die Regulation seiner
Genomexpression (Cubitt et al., 2001; dela Torre, 1994; Schneemann et al., 1995; Tomanaga
et al., 2000). Diese fur ein RNA-Virus untypischen Charakteristika machten BDV zum Proto-
typ einer neuen Familie, den Bornaviridae (Schneemann et al., 1995; delaTorre et al., 1990).

Elektronenmikroskopische Studien zeigten eine sphérische Morphol ogie mit einem Durch-
messer von 70-130 nm (Kohno et al., 1999; Zimmermann et al., 1994). Die Partikel enthalten
einen internen elektronendichten Kern von 50-60 nm und eine &ul3ere Hille, die mit circa

7 nm langen Spikes bedeckt ist (Kohno et al., 1999).

Sechs offene Leserahmen (ORF) wurden in der BDV-Genomsequenz gefunden (delaTorre,
1994; Schneemann et al., 1995), die fur sechs Proteine kodieren.

ORF | kodiert fur ein Nukleoprotein (N), dasin zwei 1soformen vorkommen kann, p38 oder
p40, wovon nur p40 ein nukledres Lokalisationssignal (NSL) aufweist. Daher akkumuliert
p38 im Zytoplasma, wenn es in der Abwesenheit von anderen viralen Proteinen exprimiert
wird (Kobayashi et al., 1998), jedoch wird es in den Kern transportiert, wenn eine Expression
zusammen mit P oder Np40 stattfindet (Kobayashi et al., 1998).
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Der zweite Leserahmen ORF Il kodiert fir das spéter phosphorylierte Protein p24 (P oder X)
(Hsu et al., 1994; Schwemmle et al., 1997; Thiedemann et al., 1992; Thierer et al., 1992). P
wirkt der IFN-3-Expression im Wirt engegen und es gibt Hinweise auf einen bisher nicht be-
schriebenen Mechanismus, mit dem dieses virale Protein die Induktion der antiviralen IFN-
Kaskade stort (Unterstab et al., 2005). Auf3erdem wiesen Schwardt et al. (2005) eine negativ
regulierende Wirkung von X auf die Polymeraseaktivitét nach, so dass die Abwesenheit von
X in Viruspartikeln die Polymeraseaktivitét in der frihen Infektion fordert.

P10, das sich in BDV-infizierten Zellen findet, ist das Produkt des ORF x1, der mit dem
Leseraster des ORF |1 Uberlappt (Wehner et al., 1997). In Experimenten zur Identifizierung
viraler Proteine, die fir das Packen von BDV-RNA-Analogen in infektidse virusdhnliche
Partikel notwendig sind, zeigte p10 starke inhibitorische Wirkung auf die RNA-Replikation
und -Transkription von BDV-Anaogen (Perez et al., 2003 und 2005; Schneider et al., 2003),
die jedoch aufgehoben wurde, wenn auf3er L, N und P auch M und G exprimiert wurden
(Perez et al., 2005). Auf3erdem konnten Wolff et al. (2002) zeigen, dass p10 in der Abwesen-

heit anderer Proteine in den Nukleus eintreten kann ohne das typische NSL aufzuweisen.

Der dritte Leserahmen ORF |11 kodiert fir das Matrixprotein (M) pl16, das posttrandational zu
gpl18 glykolisiert wird (Briese et al., 1994 und 1995; Cubitt et al., 1994a; Kliche et al., 1994).
Zwel Beobachtungen sprechen dafirr, dass M an der Oberflache von viralen Partikeln ex-
primiert wird und die Anlagerung der Virionen an die zelluléren Rezeptoren vermittelt: Anti-
sera gegen M haben neutralisierende Aktivitét (Hatalski et al., 1994) und die Inkubation emp-
fanglicher Zellen mit M verhindert eine Infektion (Kliche et al., 1994).

ORF 1V kodiert fur ein 57 kDa grof3es Polypeptid, das im Lumen des endoplasmatischen
Retikulums (ER) N-glykolisiert wird und eine Grof3e von circa 94 kDa erreicht. GP oder gp94
muss weiter prozessiert werden, um Fusionskapazitat und damit die Infektiositét von BDV zu
erhalten (Richt et al., 1998). Hierzu wird es durch Furin oder eine eng verwandte Protease in
zwei Untereinheiten gespalten: GP-N fur die Rezeptorbindung und GP-C fir die Vermittlung
der Fusion zwischen viraler Hiille und Wirtsmembran (Gonzalez-Dunia et al., 1998; Perez et
al., 2001). GP-N und GP-C hilden einen Komplex, der in Viruspartikel inkorporiert wird und
zu grof3en Antellen in ER und Golgi-Apparat akkumuliert, aber nur in geringer Anzahl an der
Oberflache persistent infizierter Zellen zu finden ist (Eickmann et al., 2005). Dies konnte ein

Mechanismus des Virus zur Persistenz sein, zumal Antikorper, die gegen GP gerichtet sind,
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neutralisierende Eigenschaften haben und in der Zellkultur die Virusausbreitung komplett

verhindern (Bajramovic et al., 2003).

Der fiinfte Leserahmen ORF V codiert fur ein 190 kDa grof3es Protein, bei dem es sich um die
virale Polymerase L handelt (Briese et al., 1994 und 1995; Cubitt et al., 1994a; Walker et al.,
2000).

BDV dringt durch rezeptorvermittelte Endozytose in die Wirtszelle ein und die Membran-
fusion findet im sauren Milieu der Endosomen statt (Gonzalez-Dunia et al., 1998).

Das Nukleokapsid formt zusammen mit viralen Polypeptiden des Polymerase-K omplexes
einen Ribonukleoprotein (RNP)-Komplex, der aktiv in Transkription und Replikation ist und
die Minimum-Einheit der Infektiositat darstellt (Ubersicht in Conzelmann, 1998; Garcia-
Sastre und Palese, 1993; Tordo et al., 1992). BDV braucht direkten Zell-Zell-K ontakt zur
Verbreitung und wenig oder gar kein infektitses Virus wird aus BDV-infizierten Zellen
(Zellkultur) freigesetzt (Carbone et al., 1993).
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Abbildung 1: Strukturmodell des Borna Disease Virus

Aus Bode, 1999 nach einer Computersimulation im Magazin,,Der Stern, 1997

Abkurzungen: M = Matrixprotein (gp 17), G = Glycoprotein (gp94), L = Polymerase (p180/190),
N = Nukleoprotein (p40), P = Phosphoprotein (p24)
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2.2 BDV-Infektion

BDV hat ein aufergewdhnlich breites Wirtsspektrum. Neben den natirlichen Wirten gibt es

viele Tierarten, die experimentell mit BDV infiziert werden konnen.

Die intrazerebrale Infektion von Tupajas resultierte in einer Stérung, die durch Hyperaktivitét
und Anderungen im soziosexuellem Verhalten charakterisiert war (Sprankel et al., 1978).
Adult-infizierte Rhesus Affen zeigten eine Meningoenzephalitis und Retinopathie mit initialer
Hyperaktivitdt und folgender Apathie und Hypokinese (Stitz et al., 1981).

Die Infektion von Kaninchen mit Hirnhomogenaten aus kranken Schafen verursachte eine
Entziindungsreaktion und klinische Symptome (Beck und Frohbose, 1926).

Beim Rind tritt BD seltener auf als bei Pferd und Schaf, jedoch gibt es Fallberichte aus den
30er Jahren (Ernst, 1931; Zwick, 1939) , aus der friheren DDR (Kiupel und Wehr, 1980) und
aus der Schweiz (Caplazi et al., 1994) und BDV-Antigen konnte zweifelsfrel in den Gehirnen
von neun Rindern mit nicht-eitriger Enzephalitis in Deutschland nachgewiesen werden (Bode
et al., 1994). Die Tiere zeigten Appetitlosigkeit, Angstlichkeit, Zwangsbewegungen, Ataxie
und Paresen mit Todesfolge. Die Infektion konzentrierte sich auf Cortexbereiche, Nucleus
caudatus, Hypothalamus und Medulla oblongata und war nur geringgradig im Hippocampus
nachzuweisen. Auch gibt eslatente Infektionen beim Rind (Matthias, 1954). In einem Be-
stand in Nordostdeutschland, in dem Falle von BD aufgetreten waren, wurde eine Seropra
valenz von 40,4% beschrieben (Bode et al., 1994). In Japan (Hokkaido) waren bei einer Un-
tersuchung von gesunden Rindern 20,3% positiv fur p24 (Hagiwara et al., 1996).

Auch gibt esimmer wieder Berichte von BDV -positiven Wildtieren. So wurde RNA in Hirn-
proben von Rotflichsen gefunden. Allerdings gab esin diesen Fallen keine Informationen
Uber den Kklinischen Zustand der Tiere (Dauphin et al., 2001). Bei einem verhaltensauffélligen
Luchs in Schweden, der eine nicht-eitrige Meningoenzephalitis aufwies, wurde BDV-RNA in
Neuronen und Gliazellen detektiert (Degiorgis et al., 2000).

Die Funde von BDV-Infektionen bei V6geln waren insofern von besonderer Bedeutung, als
diese Art als Reservoir fir das Virus in Betracht kommt und das Wirtsspektrum sogar tber
Saugetiere hinausgeht. Frilhere Experimente zeigten K ilken von Haushiihnern hochempfang-
lich fur experimentelle BDV, wahrend adulte Huhner und Tauben resistenter zu sein schienen
(Rott und Becht, 1995). Schon friih gelang die Anziichtung von infektiésem BDV in
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bebriteten Hilhnereiern und die anschliefende Ubertragung auf das Kaninchen (Nitzschke
und Rott 1957; Rott und Nitzschke 1958). In Schweden fanden sich in einer Gegend, in der
feline BD regelmaidig vorkommt, verschiedene Wildvogel positiv fir BDV-RNA (Berg et al.,
2001). AulRerdem wurde BDV als wahrscheinliches kausatives Agens bei geziichteten
Strauf3en mit Paralyse in Isragl identifiziert (Makinson et al., 1995).

Am besten dokumentiert ist die BDV-Infektion aber immer noch bei den natlrlichen Wirten
Pferd, Schaf und Katze sowie den Nagetieren, die experimentell infiziert als Modell fir die

Forschung dienen. AulRerdem gibt es gut dokumentierte Einzelfdlle von BD beim Hund.

221 Pferd

Das Pferd war die erste Tierart, bei der BD beobachtet wurde. Seitdem das Agens identifiziert
und Testmethoden entwickelt wurden, ist klar, dass die Mehrzahl der Infektionen beim Pferd
subklinisch verlaufen. Virale Persistenz ohne erkennbare Krankheit wurde mehrfach bel na-
turlich infizierten Pferden in Europa, Asien (Ihlenburg und Brehmer, 1964; Lange et al.,
1987; Nakamura et al., 1995) und Nordamerika (Kao et al., 1993) beschrieben. In Deutsch-
land entwickeln nur circa 10% der infizierten Pferde V erhaltensstérungen (Dieckhéfer et al.,
2004).

Die Seropravalenz von BDV -spezifischen Antikorpern in klinisch gesunden Pferden variiert
stark in verschiedenen Gebieten und Léndern. In Deutschland wird sie im Durchschnitt mit
11,5% beschrieben (Herzog et al., 1994), in endemischen Gebieten mit bis zu 22,5% (Richt
und Rott, 2001). Eine neuere Studie, bel der zirkulierende Immunkomplexe (CICs) im Serum
detektiert wurden, zeigte eine Pravalenz von 60% (Dieckhofer et al., 2004). In Japan be-
schrieben Nakamura et al. (1995) eine hohe Seropravalenz von 29,8%, in Teheran waren es
18,1% (Bahmani et al., 1996), in der Turkei fanden sich &hnlich wiein Schweden (Berg et al .,
1999) 25% der getesteten klinisch gesunden Pferde positiv (Yilmaz et al., 2002). Eine Studie
in Australien fand mit verschiedenen Methoden keinen Hinweis auf eine BDV-Infektion bei
Pferden (Kamhieh et al., 2006).

Esist fraglich, inwieweit diese Ergebnisse wirklich vergleichbar sind, da keine einheitlichen

Methoden verwendet wurden und der Nachweis von Antikorpern und Antigen nicht immer
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gleiche Ergebnisse liefert (Bahmani et al., 1996). Eine Studie Uber vier Jahre bei 130 Wild-
pferden in Japan zeigte, dass zwar zwolf Tiere dauerhaft positiv waren, aber elf Tiere von
seronegativ zu seropositiv und sieben von seropositiv nach seronegativ konvertierten (Inoue
et al., 2002). AulRerdem ist gezeigt worden, dass selbst Pferde, die an akuter BD gestorben
waren und experimentell infizierte Ponys teilweise keine BDV -spezifischen Antikorper auf-
weisen (Katz et al., 1998).

Bode et al. (2001) berichteten, dass BDV-Antigen (gebunden an PBMCs und frei im Plasma)
und zirkulierende Immunkomplexe (CICs) die verlasslichsten Marker fir BDV-Infektionen
bei Tier und Mensch sind. Die Gltigkeit dieser Befunde wird jedoch insbesondere durch
zwei jungere Publikationen angezweifelt, die die Spezifitdt dieser Nachweise grundsétzlich in
Frage stellen (Wolff et al., 2006a und 2006b). Plasma-Antigendmie und CICs konnten die
Detektion von viralem RNA in der Abwesenheit von Antikorpern erklaren (Vahlenkamp et
al., 2000).

Dasklinische Bild der BD beim Pferd auf3ert sich in gleichzeitigen oder aufeinanderfolgenden
Stérungen in Verhalten, Sensibilitat und Motilitét (Ubersicht in Dirrwald und Ludwig, 1997).

Wahrend der initialen Phase kdnnen unspezifische Zeichen wie Hyperthermie, Anorexie und
Wechsel von Kolik und Konstipation beobachtet werden. Wahrend der akuten Phase treten
Symptome einer Meningoenzephalitis auf: Verhatensénderungen, Hypokinesen und Bewe-
gungsanomalien. Diese Zeichen kdnnen mit abnormalen Reaktionen auf externe Stimuli wie
erhohte Reizbarkeit, Aggression, Lethargie, Somnolenz und Stupor einhergehen. In der Ter-
minal phase kommt es zu Bewusstseinsstorungen und dem Verlust der Propriozeption bis hin
zu Paralyse und Sehstorungen.

Wiederhol ungsbewegungen wie leere Kaubewegungen und Laufen im Kreis oder gegen Hin-

dernisse sind bei Pferden wie auch bei Schafen haufig.

Auch drei experimentell infizierte Ponys zeigten die typischen Symptome von BD, wobei
zwei Tiere nach 28 und 30 Tagen starben und eines sich wieder erholte (Katz et al., 1998).

Die akute Mortalitét bei an BD erkrankten Pferden liegt bei 80-100% (Rott und Becht, 1995).

Die klassische BD wird nach ein bis zwel Wochen offenkundig und der Tod tritt in der Regel
nach ein bis drei Wochen ein (Ubersicht in Dauphin et al., 2002).
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Bei Tieren, die die akute Phase Uberleben, kénnen wiederkehrende Krankheitsphasen mit
Depression, Apathie, Somnolenz und Angst, besonders nach Stress, fir den Rest des L ebens
auftreten (Ubersicht in Diirrwald und Ludwig, 1997; Richt und Rott, 2001).

Die klinische Diagnose der Meningoenzephalitis kann durch eine erhthte Zellzahl im Liquor
cerebrospinalis und einem erhohten Druck bei der Punktion bestétigt werden (Bilzer et al.,
1996).

Naturlich infizierte und spontan an BD erkrankte Pferde und Esel zeigen in der postmortalen
Untersuchung eine schwere disseminierte lymphozytére Polioenzephalitis mit ausgepragten
perivaskuldren und zellularen Odemen und Nervenzellnekrosen. Der tiberwiegende Teil der
infiltrierenden Lymphozyten besteht aus T-Zellen, davon sind circa 60% CD4-positiv (vor-
nehmlich perivaskuldr) und 20-30% CD8-positiv (lUberwiegend intraparenchymatds). Auler-
dem ist eine Mikrogliose zu beobachten (Bilzer et al., 1996) und wie auch beim Rind ge-
legentlich, aber nicht zwangslaufig, intranukleére eosinophile Joest-Degen-Einschlul3korper-
chen in Neuronen (Caplazi und Ehrensperger, 1998; Gonzalez-Duniaet al., 1997; Stitzet al .,
1995; Weissenbdck et al., 1998b). Experimentell infizierte Ponys zeigten perivaskulére Infil-
trate, gliale Knoten und Astrozytose (Katz et al., 1998).

Wahrend der Nachweis von virusspezifischen Proteinen und BDV-RNA im Gehirn erkrankter
Pferdein fast allen Féllen gelingt, variiert deren Verteilung. Das Verteilungsmuster von RNA
und Antigen ist oft &hnlich, stimmt jedoch nicht immer Uberein. Der Schwerpunkt der
Infektion liegt dabei im Bulbus olfactorius, Grof3hirncortex, Nucleus caudatus, Ammonshorn,
Gyrus cinguli und der Retina (Bilzer et al., 1996; Lebelt und Hagenau, 1996). Der Liquor war
bei elf untersuchten Tieren RNA-negativ, innerhalb des Riickenmarks nahm die Nachweis-
haufigkeit nach kaudal ab und vereinzelt konnte BDV-RNA im Ganglion trigeminale, in der
Nasenschleimhaut, der Glandula parotis, im Herzmuskel, der Lunge, der Leber, der Niere, der
Harnblasenwand und dem Ovar, in zwel von sieben Féllen in Sekreten, jedoch nicht in der
Milz, der Nebenniere, dem Dunndarm und den Hoden nachgewiesen werden (Lebelt und
Hagenau, 1996). Bilzer et al. (1996) und Hagiwara et al. (1997a) dagegen fanden in keinem
von zehn, bzw. sechs untersuchten Tieren das autonome Nervensystem oder Korperorgane
betroffen.

Meist waren Neurone, Astrozyten und Ependymzellen infiziert (Bilzer et al., 1996; Caplazi
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und Ehrensperger, 1998).

Uber einen Fall von vertikaler Ubertragung von BDV wurde beim Pferd berichtet. Eine Stute
mit klinischem Verdacht auf BD wurde euthanasiert und postmortal untersucht. Sowohl ihr
Gehirn, das Degeneration und Nekrosen zeigte, al's auch das des Fetus, das ansonsten unauf-
fallig war, waren positiv fur BDV-RNA mit identischer Nukleotidsequenz (Hagiwaraet al.,
2000).

2.2.2 Schaf

Nach dem Pferd ist das Schaf die zweite Spezies, bei der BD am Ende des letzten Jahrhun-
derts beschrieben wurde (Walther, 1899). Seitdem gibt es Berichte von BD beim Schaf aus
vielen Landern wie Deutschland, der Schweiz, Liechtenstein, Italien, China und Japan
(Caplazi et al, 1999; Hagiwara et al., 1997 und 2001; Ludwig und Bode, 2000; Metzler et al.,
1976; Waelchli et al., 1985). Naturlich auftretende BD scheint jedoch trotz uneingeschrankten
Handels mit Schafen innerhalb Zentraleuropas immer noch auf bestimmte Gebiete beschrénkt
zu sein, in denen sie bei dieser Spezies endemisch auftritt und eine saisonale Haufung zwi-
schen Méarz und September aufweist (Caplazi et al., 1999; Ubersicht in Durrwald und
Ludwig, 1997).

Eine 3-Jahres-Studie einer Schafherde (circa 25 Tiere) in Stidostdeutschland ergab eine Se-
ropravalenz zwischen 11,5% und 19,4% bei nur einem Fall von BD, wobei in den meisten
Tieren nur temporér Antikorper detektiert werden konnten, ebenfalls mit einer Haufung in
Fruhling und Frihsommer (Vahlenkamp et al., 2002). In der Schweiz waren auch im Ende-
miegebiet nur 6% seropositiv, in nicht-endemischen Gegenden nur 2% (Muller-Daoblies et al.,
2004). In Japan fanden Hagiwara et al. (1997) bei gesunden Lammern sogar eine Sero-
pravalenz von bis zu 51,7% (BDV-RNA), bzw. bis zu 33,3% bei adulten Tieren (Antikorper
gegen p24), die damit hoher war a's bei Pferden, Rindern und Katzen der gleichen Gegend.

Wie es auch beim Pferd beobachtet wurde, sind an BD erkrankte Schafe nicht immer sero-
positiv (Muller-Doblies et al., 2004).

Die klinischen Symptome und der Verlauf der Krankheit &hneln denen des Pferdes, wobei die
Mortalitét beim Schaf mit 50% etwas niedriger beschrieben wird (Rott und Becht, 1995). Die
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Uberlebenden Tiere erholen sich von den akuten Symptomen (Metzler et al., 1979) oder haben
permanente neurol ogische Defizite. Auch eine Wiederkehr der akuten BD (Heinig, 1969) und
virale Persistenz ohne Krankheit (Matthias, 1954; Hagiwara et al., 1997) wurde bel natirlich

infizierten Schafen beschrieben.

Die postmortale Untersuchung des Gehirns nattrlich infizierter Schafe zeigt perivaskulére,
parenchymale und meningeale Infiltrate, wobel wie beim Pferd im allgemeinen CD4-positive
Zéellen eher perivaskulér und CD8-positive mehr parenchymatds zu finden sind. Makrophagen
und B-Zellen sind weniger haufig zu sehen (Caplazi et al., 1998). Allesin allem scheint beim
Schaf wie auch bei den experimentell infizierten Ratten und Mausen die Pathogenese von BD
durch eine T-Zell-abhangige Immunreaktion verursacht zu sein (Bilzer et al., 1995; Enbergs
et al., 2001; Kao et al., 1984; Narayan et al., 1983a). In einer Untersuchung von zwolf
Schafen und elf Equiden, die an BD erkrankt waren, waren histol ogisch keine Anzeichen
einer chronischen BD wie extensiver Neuronenverlust und Hirnatrophie zu finden (Caplazi
und Ehrensperger, 1998), wie es bei Ratten beobachtet wurde (Bilzer und Stitz, 1994). Daher
scheint bei diesen Tierarten der Verlauf normalerweise akut oder subakut (seltener beim
Schaf) zu sein, was auch den klinischen Beobachtungen entspricht. Infizierte Zellen beim

Schaf sind vor allem Neuronen (Caplazi und Ehrensperger, 1998).

223 Katze
Bei Katzen gilt die sogenannte | staggering disease“ (SD) als Gegenstiick zur BD. Dabei han-
delt es sich um eine spontane nicht-eitrige Meningoenzephal omyelitis mit klinischen Zeichen
von Ataxie und Verhaltensstérungen, die erstmals in Schweden beschrieben wurde. Die Pré&
valenz von BDV -spezifischen Antikdrpern bel diesen Tieren ist hoher as bei zufdlig ge-
wahlten Katzen ohne neurologische Symptome (Kronevi et al., 1974; Lundgren, 1992;
Lundgren et al., 1993; Lundgren und Ludwig, 1993; Nakaruma et al., 1996; Nishino et al.,
1999; Nowotny und Weissenbock, 1995; Reeves et al., 1998). Aulerdem konnte BDV aus
Katzen mit ,,staggering disease isoliert werden (Lundgren et al., 1995) und Katzen, die
experimentell mit diesem Isolat infiziert wurden, entwickelten neurol ogische Zeichen einer
Enzephalitis (Lundgren et al., 1997). Die,,staggering diseaseg‘ wurde erstmals in Schweden
beschrieben (Lundgren et al., 1992), aber von dhnlichen Enzephalitiden wurde auch aus
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Osterreich (Weissenbdck et al., 1994), Australien (Borland und McDonald, 1965) und den
USA (Vandevelde und Braund, 1979) berichtet, auch von viraler Persistenz ohne Krankheit
bei natirlich infizierten Katzen (Nakamura et al., 1996).

In Japan waren 46% von 52 Hauskatzen mit neurologischen Symptomen positiv fir Anti-
korper gegen pl10 und/oder p24, aber nur 23,7% von 152 Katzen ohne neurol ogische Symp-
tome (Ouchi et al., 2001) bzw. 66,7% von 15 neurologisch kranken Katzen in der Gegend von
Tokyo (Nakarumaet al., 1999a). Andere Studien in Asien geben die Seropravalenz in neuro-
logisch unauffalligen Katzen mit 13,3% (Nakarumaet al., 1996), 18,8% (Nishino et al., 1999)
bzw. 3,1% in Japan, 2,0% in Indonesien und 3,8% auf den Philippinen an (Horii et al., 2001).

Katzen mit staggering disease* zeigen histologisch alle typischen Zeichen einer viralen Ent-
zindung des zentralen Nervensystems: Neuronophagie, Mikrogliose und schwere peri-

vaskulére mononukleére Zellinfiltrate (Lundgren, 1992).

Von acht Katzen, die experimentell mit BDV infiziert wurden, zeigten drei neurol ogische Sto-
rungen und eine nicht-eitrige Enzephalitis (Lundgren et al., 1997). Alle erholten sich vom
akuten Stadium und zeigten eine Serokonversion und neutralisierende Antikorper, aber nicht
alle Tiere konnten das Virus komplett eliminieren. In unterschiedlichem Ausmal? waren peri-
vaskulare und parenchymale Infiltrate, Neuronophagie, Mikrogliose, Myelinverlust und axo-
nale Degeneration zu finden, aulerdem Plasmazellen in der Nahe von Neuronen. Es war

hauptséchlich oder nur die weil3e Substanz betroffen.

Experimentell infizierte Katzen zeigten eine stérkere Immunantwort gegen p24 und p40 as
naturlich infizierte Tiere (Johansson &t al., 2002).

Die Gehirnautopsie einer BDV-Antikorper-positiven Katze mit neurol ogischen Stérungen
zeigte nur bestimmte Hirnregionen wie den Bulbus olfactorius und die Medulla cerebri positiv
fir BDV-RNA (schwach auch in der Medulla oblongata und dem Kleinhirn). Positive Zellen
waren Uberwiegend Neurone. Histologisch fanden sich schwere axonale Degeneration, Ver-

lust von Myelin, Neuronophagie und leichte mononukledre Zellinfiltration in manchen
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Arealen der Medulla cerebri, aber keine Anomalitéten im Bulbus olfactorius (Nakaruma et al.,
1999a).

Ein atypischer Fall wurde von Berg und Berg (1998) beschrieben: Bei einer dreieinhalb-
jahrigen Katze mit Muskelfaszikulationen und propriozeptiven Defiziten wurden zahlreiche
BDV -positive Neurone gefunden. Histologisch fanden sich Nekrosen von Muskelfasern, aber

keine Entziindung.

Der erste vertffentlichte Fall einer felinen BD bei einem Wildtier trat 1999 in Schweden auf.
Ein Luchs mit aufféllig apathischem Verhalten wurde in einer Gegend, in der Falle von
feliner BD bei Hauskatzen auftreten, erlegt. Die histologische Untersuchung des Gehirns
ergab eine mittelgradige bis schwere nicht-eitrige Meningoenzephalitisin allen Hirnarealen,
besonders in basalen Ganglien, im Thalamus und der Pons, charakterisiert durch mono-
nukledre Infiltrate, Neuronophagie und mikroglialen Noduli, auf3erdem Lymphozyten und
Plasmazellen im neuralen Parenchym, teilweise in der Néhe von Neuronen. Die In-situ-Hybri-
disierung und die Immunhistochemie zeigten zahlreiche Neuronen und Gliazellen positiv fur
BDV-RNA mit einer Korrelation zwischen Entziindungsl &sionen und positiven Zellen. Anti-

korper im Blut wurden nicht gefunden (Degiorgis et al., 2000).

2.24 Hund

Der erste Bericht eines an BD erkrankten Hundes wurde 1998 in der Schweiz vertffentlicht
(Weissenbock et al., 1998a). Eine zwei Jahre ate Husky-Hundin wurde 1994 mit schweren
zentralnervosen Stérungen eingeschléfert. Sie zeigte histol ogisch eine lymphozytére
Meningitis, perivaskulare lymphozytare Infiltrate, neuronale Nekrose im Neocortex, Allo-
cortex und Hippocampus, subpiale endotheliale Zellschwellung und fokale Gliose. Die

L &sionen waren am schwersten im Lobus piriforme, rostralen Cortex, der periventrikuléren
grauen Substanz, im Hippocampus und Mesencephal on, geringer im occipitalen Neocortex,
der Medulla oblongata und dem Kleinhirn. Wahrend die Verteilung der BDV-Proteinein der
Immunhistochemie der beim Pferd beobachteten dhnlich war (starke Immunrektion in Arealen
mit schwerer Enzephalitis, in anderen Gebieten weniger diffus und begrenzt auf Gruppen von

Zellen; Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten infiziert), waren die hier beobachteten
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perivaskularen Zellansammlungen mit Infiltration der Entziindungszellen ins angrenzende
Neuroparenchym ohne bedeutende neuronale V erdnderungen auffallend anders und kénnten
von einer Ischamie des Cortex herrtihren und nicht primér viraler Effekt sein. Einige Neurone

hatten einzelne oder mehrere eosinophile intranuklegre Joest-Degen-Einschlul3korperchen.

Von einem weiteren BDV-positiven Hund mit schwerer ZNS-Symptomatik wurde 2002 in
Japan berichtet (Okamoto et al., 2002). Auch dieser drei Jahre alte Welsh Corgie zeigte histo-
logisch eine nicht-eitrige Enzephalomyelitis mit grof3en perivaskuléren Infiltraten bestehend
aus Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen, fokaler Gliose und Neuronophagie.

2.2.5 Tiermodelle
Die experimentellen Infektionen von Versuchstieren mit BDV stellen wichtige und vielseitige
Modelle fur die Erforschung von Mechanismen von persistierenden Viren und Abwehr-

mechanismen des ZNS dar.

2.25.1 Das Rattenmodell

Die BDV-Infektion der Ratte ist das beliebteste experimentelle Modell, um die Pathogenese
von BDV zu studieren (Gosztonyi und Ludwig, 1995; Stitz et al., 1995). Aul3erdem stellt sie
ein wichtiges Modellsystem fir die Erforschung immunvermittelter pathol ogischer V organge
in virusinduzierten neurologischen Krankheiten dar, fir Mechanismen und K onseguenzen von
Viruspersistenz im ZNS und fr Strategien, mit denen Viren Verhaltens- und Neuroentwick-
lungsstorungen in der Abwesenheit von offensichtlicher Entziindung und Zytolyse im ZNS

ausl 6sen.

Obwohl das klinische und pathol ogische Bild bei den adult, bzw. neugeboren intrazerebral
infizierten Ratten immer &hnlich ausfallt und reproduzierbar ist, finden sich gewisse Unter-
schiede im Schwergrad und zeitlichen Verlauf der Krankheit abhangig von dem verwendeten
Virusstamm, der Infektionsdosis und dem verwendeten Rattenstamm. So fanden sich

schwerere klinische Symptome und mehr neuropathol ogische V erdnderungen nach Infektion
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mit der Maus-adaptierten Variante CRNP5 als bei Verwendung der Ratten-adaptierten CRP3
(Nishino et al., 2002). AuRerdem wurden mehr pathol ogische V erdnderungen in neonatal
infizierten Fisher Ratten alsin Lewis Ratten festgestellt (Pletnikov et al., 2002b und 2002c).
Die Infektion von entwdhnten Ratten mit niedrigen Dosen einesin der Zellkultur adaptierten
BDV zeigte die typische BD, jedoch um circa einen Monat verzogert, wahrend die Verwen-
dung einer hohen Dosis desselben nur eine milde Enzephalitis und keine typischen BD-
Symptome verursachte (Oldach et al., 1994).

Bisher fihrten Routen der Inokulation, die dem Virus Zugang zu Nervenenden erlauben, ins-
besondere die intrazerebrale und intranasale Route, zu einer Infektion bei Ratten (Ubersicht
in Jordan und Lipkin, 2001), wahrend eine intravendse Inokulation nicht in einer BDV -
Infektion resultierte (Carbone et al., 1987). Bel den meisten bisher durchgefthrten Studien
wurden die Tiere intrazerebral infiziert.

2.2.5.1.1 Infektion immunkompetenter Ratten

Die experimentelle Infektion von adulten Ratten dhnelt in vielerlei Hinsicht der natirlichen
BD bei Pferden und Schafen.

Die adult infizierte immunkompetente Ratte entwickelt eine immunvermittelte biphasische
Verhaltensstérung. Apathie, Somnolenz und Depression folgen dem initialen aggressiven
hyperaktiven Verhalten. Die chronische Phase ist charakterisiert durch einen stetigen Rick-

gang der inflammatorischen Reaktion trotz der kontinuierlich hohen Viruslast im ZNS.

5-10 % der Tiere werden fettleibig (Obesitas) und erreichen bis zu 300% des normalen
Korpergewichts (Ludwig et al., 1988). Diese Tiere zeigen aul3erdem eine lympho-monozytare
Inflammation des Hypothalamus, Hyperplasie von Pankreasinseln und erhohte Glucose- und
Triglyzerid-Werte im Serum. Das Auftreten des BDV-induzierten Obesitas Syndroms variiert
mit dem Alter der Tiere, dem Zeitpunkt der Inokulation, dem genetischen Hintergrund der
Wirtstiere und dem verwendeten Virusstamm (Gosztonyi und Ludwig, 1995). Ein Teil der
adult-infizierten Tiere, die die akute Enzephalitis Uberleben, entwickeln die erwahnte Fett-
leibigkeit (Gosztonyi et al., 1991).

Die Immunantwort befreit nicht vom Virus, die Entziindung klingt ab und Virus persistiert
trotz hoher Titer von neutralisierenden Antikdrpern in Serum und zerebrospinaler Flissigkeit
in Uberlebenden Tieren lebenslang in konstanten Mengen im ZNS (Hatalski et al., 1994;
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Narayan et al., 1983a; Schneider et al., 1997). Das Virus persistiert in autonomen Nerven-
fasern und nahezu allen Geweben. Nicht-neuronale Zellen in Niere und Darm kdnnen in der

spéateren chronischen Phase infiziert werden (Stitz et al., 1998).

Hohe virale Genexpression im limbischen System zusammen mit Astrozytose und neuronalen
Strukturveranderungen innerhalb der Hippocampusformation sind die histopathol ogischen
Hauptkennzeichen der BDV-Infektion.

BDV-Antigen ist nach wenigen Tagen detektierbar und findet sich im Neuropil, Neuronen,
neuronalen Fortsdtzen, Astrozyten, Ependymzellen und Oligodendrozyten, aber niein Ent-
zindungszellen (Herden et al., 2005). In Neuronen kann virales Antigen ab Tag 3-6 p.i.
detektiert werden, in Astrozyten ab Tag 10 p.i. (Stitz et al., 1998).

Das Auftreten von klinischen Anzeichen deckt sich zeitlich mit dem Auftreten einer entzind-
lichen Reaktion mit einer Latenz von 2-4 Wochen bei alen Infektionsrouten (Carbone et al.,
1987; Deschl et al., 1990). Diese Entziindungsreaktion, die ihren hdchsten Grad 30-40 Tage
p.i. erreicht, fuhrt zu neuronaler Destruktion, die in manchen Falen zu einem Hydrocephal us
fuhrt. Sowohl CD4- as auch CD8-positive Zellen sind in den Zellinfiltraten prasent (Deschl
et al., 1990) und ihre Elimination oder funktionale Blockade verhindert sowohl BDV -
induzierte Symptome als auch histopathol ogische Veranderungen im Gehirn (Bilzer und Stitz,
1996; Stitz et al., 1991).

Aus dem Gehirn akut erkrankter Tiere isolierte Lymphozyten erwiesen sich als MHC-1-
abhangige zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und die Expression von MHC-1-Antigen wird
in Astrozyten und Neuronen gefunden (Bilzer und Stitz, 1995; Planz et al., 1983). MHC-I-
abhéngige CD8*-T-Zellen reprasentieren Effektorzellen, die sowohl fiir die akute Krankheit
(charakterisiert durch zelluldre Degeneration) a's auch fur die chronische Phase (charakteri-
siert durch kortikale Atrophie) verantwortlich sind (Bilzer und Stitz, 1994; Planz et al., 1983;
Sobbe et al., 1997). Transfer-Experimente, bel denen Lymphozyten aus BD erkrankten Ratten
isoliert und in immunsupprimierte infizierte Tiere transferiert wurden, zeigten, dass T-Zellen,
die aus dem Gehirn gewonnen wurden, hohe lytische Aktivitét gegen Zielzellen aufwiesen
und BD in den Rezipienten verursachten. Dagegen zeigten Lymphozyten aus der Peripherie
(Milz und zervikale Lymphknoten, nicht aus mesenterialem lymphoidem Gewebe) erst nach
Restimulierung (Co-Kultivierung mit BDV-infizierten Fibroblasten) zytotoxische Aktivitét
und verursachten nach Transfer BD-dhnliche Symptome (Batra et al., 2003; Planz et al.,
1993; Sobbe et al., 1997). Der adoptive Transfer von BDV-N-spezifischen CD4-Zelllinien
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erhoht oder verhindert die immunpathol ogische Krankheit, abhéngig vom Zeitpunkt des
Transfersrelativ zur Infektion (Richt et al., 1989). Bei einem Impfversuch mit BDV-spezi-

fischen CD4+_1_7zgj|en (zelllinie ohne zytolytische Aktivitét) vor der Infektion konnte die
Infektion verhindert werden. Die Tiere zeigten nur eine geringgradige voribergehende En-
zephalitis, kurzfristige Virusreplikation im Gehirn und konnten danach das Virus komplett
eliminieren (Ndske et al., 1998). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass CD4'-T-Zellen zu
der beobachteten Elimination des Virus unterstiitzend wirken, dass die Effektorzellen jedoch
virusspezifische MHC-K lasse | restringierte zytotoxische CD8*-T-Zellen sind. Es ergaben
sich fUr die Ratte Hinwelise, dass die zytotoxische Aktivitét der virusspezifischen T-Zellen
Perforin-vermittelt ist (Sobbe et al., 1997). In Tieren mit Encephalitis bestand eine

K orrelation zwischen dem Auftreten von CD8"-T-Zellen in Hirnlasionen und einer Auf-
regulierung der Perforin-mRNA.

Neben einer Reaktion des spezifischen Immunsystems werden bei der Infektion der adulten
Ratte auch Astrozyten und Mikroglia aktiviert. Astroglioseist ab dem 24. Tag p.i. zu
beobachten wie auch Zellen mit mikroglialer Morphologie (Herden et al., 2005; Deschl et al.,
1990), die IL-16-positiv sind, was fur eine Aktivierung selbiger spricht und auch in Zu-
sammenhang mit der Aktivierung von CD4"-Zéllen steht (Guo et al., 2003).

Obwohl Antikdrper gegen N und P, die wéhrend der akuten Phase der Krankheit gebildet
werden, nicht neutralisierend sind (Furrer et al., 2001), steigen Antikorper mit neutralisieren-
der Kapazitéat nach der akuten Phase drastisch an (Hatalski et al., 1994) und spielen wahr-
scheinlich eine Rolle in der Restriktion des Virus auf neurales Gewebe (Stitz et al., 1998).

Aul¥erdem kommt es wahrscheinlich als Folge der Entziindung zu Verénderungen im Neuro-
transmittersystem, einschlieflich Anderungen im Dopaminsystem, und Veranderungen der
Menge von mRNA von Cholecystokinin, Glutamic acid decarboxylase und Somatostatin
(Solbrig et al., 1996&; Lipkin et al., 1997).

Bel adult intrazerebral infizierten Ratten konnte wahrend der Entstehung der Enzephalitis ein
progressiver Verlust von Cholin-Acetyltransferase- und Acetycholinesterase-Aktivitét in
Cortex und Hippocampus gezeigt werden (Gies et al., 1998 und 2001). Der Riickgang dieser

Enzyme war in der praenzephalitischen Phase gering, wurde aber mit dem Auftreten einer
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Entziindung signifikant und kénnte unter anderem fur die bei BD erkrankten Ratten beobach-

teten Symptome verantwortlich sein. Aulerdem fanden Gies et al. (1998) schon ab Tag 6 p.i.

geschwollene und degenerative Axone, die a's Zeichen fir gestorten axonalen Transport

gelten.

Korrelierend mit dem Grad der Entziindung und der Schwere der neurol ogischen Symptome

erhohen sich die mRNA-Mengen an IL-6, TNF-; nd iNO (Stitz et al., 1995).

Wie auch bei Autismus (Anderson, 1994; Ernst et al., 1997), Schizophrenie (Cooper et al.,
1991) und affektiven Stérungen (Hamner und Diamond, 1996; Kelsoe et al., 1996; Partonen,
1996), stehen Stérungen der Motorik und des Verhaltens in adulten BD-Ratten in Verbindung
mit bestimmten V eranderungen der Dopamin-Systeme im ZNS (Solbrig et al., 1994, 1995,
1996a, 1996b und 1998) und Serotonin-Anomalitéten (Solbrig et al., 1995).

2.25.1.2 Infektion immuninkompetenter Ratten

Die Infektion neonataler Ratten verursacht eine lebenslang persistierende Infektion ohne
offensichtliche Entztindungsreaktion und klinische Zeichen einer BD und wird auch al's per-
sistierende tolerante Infektion bezeichnet (Bautista et al., 1994; Pletnikov et al., 2002a).

Allerdings erfolgtein allen in der Literatur bisher beschriebenen Untersuchungen von
immuninkompetenten neugeboren-infizierten Ratten die Infektion durch direkte intrazerebrale
Injektion, die eine erhebliche Noxe fir das betroffene Hirngewebe darstellt. Gleichzeitig ist
davon auszugehen, dass die Deposition des Inokul ats eine erhebliche |okale Schadigung des
Gehirngewebes durch das Inokul ationsvolumen verursacht und zu Gewebs- und

I mmunreaktionen filhren kann.

Die neonatal intrazerebral infizierten (NBI-) Tiere zeigen keine offensichtlichen Zeichen einer
Infektion, sind aber bedeutend kleiner als Kontrolltiere und zeigen Emotions- und
Lerndefizite wie zum Beispiel mangel haftes raumliches Lernen und Gedéchtnis (Rubin et al .,
1999), abnormale soziale Interaktionen (Pletnikov et al., 1998) sowie Anomalitétenin
Physiologie und Neuroentwicklung wie zum Beispiel Hyperreaktivitédt auf neue Reize
(Bautista et al., 1994; Dittrich et al., 1989; Hornig et al., 1999; Pletnikov et al., 1999Db),
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veranderte Schlaf-/Wach-Phasen und gesteigerten Appetit auf Salz. Wahrscheinlich entstehen
diese Storungen aufgrund selektiver Schadigung spezifischer neuronaler Populationen
(Bautistaet al., 1994; Hornig et al., 2001; Pletnikov et al., 2002a), bzw. durch die selektive
Schéadigung bestimmter Regionen im Gehirn, insbesondere in Neocortex, Hippocampus und
Kleinhirn (Bautista et al., 1995; Eisenman et al., 1999; Gonzalez-Dunia et al., 2000; Hornig
et al., 1999; Weissenbock et al., 2000). Diese Regionen werden auch in neuropathol ogischen
und MRI (Magnetic Resonance Imaging)- Studien in Zusammenhang mit Autismus gebracht
(Gillberg, 1999; Lord et al., 2000; Trottier, 1999).

Der Mechanismus der Wachstumshemmung bei NBI-Ratten ist noch unklar. Der Glukose-
spiegel und die Expression von Wachstumshormon und insulin-like growth factor-1 ist unver-
andert (Bautista et al., 1994). Die Tiere haben verglichen mit Kontrolltieren eine normale
Futteraufnahme, jedoch eine hohere relativ zur Korpergrofe, was daftr spricht, dass die
Wachstumshemmung von einem metabolischen Problem herrihrt (Bautista et al., 1995;
Levitsky und Strupp, 1995). Untererndhrung kann grundsétzlich V erhaltensstérungen aus-
|6sen (Levitsky und Strupp, 1995). Der Verdacht, dass die beobachteten Defizite bel NBI-
Tieren moglicherweise eine Folge der Unterernahrung sind und nicht primér durch das Virus
verursacht werden, konnte nicht bestétigt werden, da die klinischen Stérungen und die patho-
logischen Veranderungen in experimentell BDV -infizierten und experimentell untererndhrten
Ratten unterschiedlich waren (de laTorre, 2002; Dietz und Pletnikov, 2003).

Nach zwel Wochen p.i. kann virales Nukleoprotein im zerebralen und olfaktorischen Cortex
und im Hippocampus detektiert werden. Purkinje Zellen (PCs) zeigen sich ab Tag 7 p.i. infi-
ziert (Bautista et al., 1995). Infiziert sind vor allem Neuronen, seltener Astrozyten, epen-
dymale Zellen und Oligodendrozyten. Mit vier bis sechs Wochen sind die Proteine starker
verteilt und nehmen dann zwischen der 28. und 52. Woche allmahlich ab (Weissenbdck et al.,
2000). Pletnikov et al. (2002b) stellten einen Missklang zwischen Virusreplikation und
Schwere der Verhaltensanormalitéten fest.

Die NBI-Tiere haben im Gegensatz zu den adult infizierten Ratten, bei denen BDV sich auf
das zentrale und periphere Nervensystem beschrankt, detektierbares BDV in praktisch allen
Geweben (Herzog et al., 1984; Morales, 1988; Morales et al., 1988). Dieser Unterschied kann

durch die ausreichend lange Gabe neutralisierender Antikorper experimentell aufgehoben

24



Literaturtibersicht

werden. Die so behandelten Tiere hatten kein Antigen in organspezifischen Zellen der Peri-

pherie, sondern nur assoziiert in Nervenfasern (Stitz et al., 1998).

Uber den Nachweis von infektiosem Virus in Korpersekreten wie Urin und Speichel wurde
berichtet (Morales et al., 1988; Nitzschke, 1963) und die persistent infizierten Tiere sind in
der Lage, bei Kohabitation naive adulte Ratten anzustecken (Morales et al., 1988; Sauder und
Staeheli, 2003). Dabei fuhrte ein kurzer Kontakt (Stunden) nicht zur Ansteckung, wahrend
eine Kohabitation von ein oder mehr Tagen in den meisten Féllen bei den naiven Tieren zu
einem Krankheitsausbruch nach funf bis sechs Wochen fiihrte. Die Gabe von Urin der Tré&
gerratten direkt in die Nase von naiven Tieren, fuhrte schon nach 24-30 Tagen zu ersten
Krankheitserscheinungen (Sauder und Staeheli, 2003).

Die Infektion interferiert mit der Entwicklung von Arealen des ZNS, die noch postnatal reifen
und ist assoziiert mit Kleinhirnhypoplasie, fortschreitender Degeneration des Gyrus dentatus
(DG) und kortikaler Schrumpfung (Bautista et al., 1995; Gonzalez-Dunia et al., 2000; Hornig
et al., 1999). Gonzalez-Duniaet al. (2000) beschreiben speziell den Verlust von Neuronen
mit einem Diameter grofRer als 100um in 45 Tage alten NBI-Lewis-Ratten, was mit den
Beobachtungen von Apoptose von Pyramidenzellen im Neocortex Ubereinstimmt (Hornig et
al., 1999).

Das Kleinhirn zeigt eine normale Entwicklung bis zum Ende der ersten postnatalen Woche
(Bautista et al., 1995). Mit 14 Tagen treten hier Anzeichen fur verminderte Entwicklung,
verkiimmerte Grofe und Blattbildung auf und das Kleinhirn ist zum Abschluss der ZNS-
Entwicklung (postnataler Tag 21) deutlich kleiner as bel Kontrollen mit Verschma erung der
Molekular- und Kornerzellschicht (Bautista et al., 1995; Hornig et al., 2001; Pletnikov et al .,
2002a).

BDV infiziert Purkinje-Zellen (PCs) ab Tag sieben p.i., scheint aber die Granulozyten im
Kleinhirn nicht zu infizieren (Bautista et al., 1995). Obwohl die PCs die Infektion anfanglich
Uberleben, gehen viele infizierte PCs zwischen Tag 27 und 75 p.i. verloren (Bautista et al .,
1995; Eisenman et al., 1999; Zocher et al., 2000).

Auch BDV-infizierte Neurone im DG werden fortschreitend zerstort (Hornig et al., 1999;
Rubin et al., 1999; Sauder und de la Torre, 1999) und durch Gliazellen ersetzt (Carbone et al .,
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1991; Hornig et al., 1999; Zocher et al., 2000). Eine Reduktion der DG-Neurone wurde ab der
dritten Woche beobachtet.

Ebenso traten auch TUNEL -positive Zellen ab der dritten Woche auf, erreichten einen Hohe-
punkt nach vier Wochen und fielen danach ab. Auf3erdem wird eine Hochregulierung der
Genexpression von den pro-apoptotischen FAS und Caspase-1 und eine Herunterregulierung
der mRNA des anti-apoptotischen bcl-x beschrieben (Weissenbéck et al., 2000; Zocher et al.,
2000).

Deutliche Mikrogliose und moderate Astrogliose erscheinen in allen Hirnregionen nach vier

Wochen p.i. und sind prasent bis mindestens zur 52. Woche p.i. (Weissenbock et al., 2000).

Bautistaet al. (1995) und Carbone et al. (1991) beschreiben diffuse reaktive Astrozytose mit

Gliose schon ab dem dritten Tag nach intrazerebraler Infektion.

Aktivierte Mikroglia oder reaktive Astrozyten sind auch eine wahrscheinliche Quelle fir die

hochregulierte Genexpression proinflammatorischer Cytokine (Benveniste, 1997).

Mit 4 Wochen p.i. wurde mononukleére Inflammation in den Leptomeningen, perivaskuldren
Zwischenrdumen und im Neuropil beobachtet (Weissenbdck et al., 2000), die Mehrzahl da-
von waren T-Zellen (nICht-BDV-SpeZIfISChe CD4+ und CD8+ Zdelenin ungefahr g|e|0hern

Verhdtnis), weniger NK-Zellen, Monozyten/Makrophagen und B-Zellen (Hornig et al., 1999;
Weissenbock et al., 2000). Das transiente Auftreten von inflammatorischen Infiltraten war
reproduzierbar und fiel mit dem Hohepunkt der neuronalen Apoptose zusammen. Aufgrund
der Verteilung dieser Zellen ist es dennoch unwahrscheinlich, dassinfiltrierende Zellen eine
wesentliche Rolle in der Neuropathogenese spielen (Weissenbock et al., 2000). Aul3erdem
zeigen neonatal thymektomierte und infizierte Ratten ohne Inflammation ein @nliches Muster

der Apoptose (Hornig und Stitz, unveroffentlicht; Weissenbock et al., 2000).

Ebenfalls ab der vierten Woche p.i. wird MHC-I verglichen mit gesunden Kontrolltieren in
héherem Grad in endothelialen Zellen, Mikrogliazellen und wenigen Astrozyten und
Neuronen detektiert mit einem Hohepunkt zwischen der vierten und sechsten Woche p.i., ge-
folgt von einem Ruickgang der MHC I-Expression. MHC-11 ist in NBI-Ratten ebenfalls ab der
vierten Woche p.i. erhdht und zusétzlich auf Mikroglia und Entziindungszellen zu finden
(Weissenbock et al., 2000). Ab der vierten Woche p.i. zeigten NBI-Ratten eine deutlich er-
hohte CD4-Expression auf der Mehrzahl der aktivierten Mikroglia sowie OX-8-positive akti-
vierte Mikroglia (Weissenbock et al., 2000).
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Chronische Hochregulierung von den proinflammatorischen Cytokinen IL-1,  \nq B, IL-6 und

TNF- a wird im ZNS von NBI- Ratten beobachtet (Hornig et al., 1999; Plata-Slaman et al.,
1999; Sauder und de la Torre, 1999), ebenso Veranderungen der Menge von detektierbarem
Serotonin, Norepinephrin, Dopamin-2-Rezeptoren und HT (Hydroxytryptamin)-Rezeptoren,
wobei Unterschiede in der Ausprédgung zwischen Lewis- und Fisher-Ratten bestehen
(Pletnikov et al., 2002c).

Antivirale Antikdrper werden in NBI-Ratten gefunden, aber diese zeigten keine neutra-
lisierende Aktivitét (Stitz et al., 1998).

Das Spektrum der Anderungen in Verhalten und Neuroentwicklung bei NBI-Ratten hat be-
merkenswerte Parallelen mit einigen der Hauptmerkmale von menschlichen neuro-
psychiatrischen Storungen. Dysgenese in Kleinhirn und Hippocampus (Carbone et al., 1991,
Narayan et al., 1983a) ahneln den Storungen der Neuroentwicklung wie sie unter anderem bel
Schizophrenie (Altshuler et al., 1987; Fish et al., 1992) und affektiven Krankheiten (Soares
und Mann, 1997) beschrieben sind.

Insbesondere stellen neonatal infizierte Lewis Ratten ein einzigartiges Modell fir Autismus

dar (Kemper und Bauman, 1993). Sie zeigen klare Verhaltensdefizite dhnlich einigen Kern-
merkmalen von »-autism spectrum disorders® (ASD) (Gillberg, 1999; Lord et al., 2000; Rapin

und Katzman, 1998). Die BDV-induzierten Defizite zeigen starke Korrelation mit den
Anomalitédten, die bel Kindern mit ASD vorkommen, einschliefflich neuronaer Zellverlust in
Kleinhirn und Hippocampus, Anomalitaten im Serotonin- und Norepinephrin-Neurotrans-
mitter-System und sozialem, emotionalem und kognitivem Verhalten (Bautista et al., 1994
und 1995; Plata-Salaman et al., 1999; Pletnikov et al., 1999a, 1999b und 2000; Rubin et al .,
1999; Trottier et al., 1999; Tsai, 1999).

Adult BDV-infizierte Ratten, die medikamentds immunsupprimiert (Dexamethason-Be-
handlung) wurden, zeigen wie die immuninkompetenten neugeboren-infizierten Tiere weniger
Klinik, Infiltrate und Entziindungszeichen als adult-infizierte Tiere ohne immun-

supprimierende Behandlung, mehr BDV-RNA und die Cytokine TNF-o, MIF-18, IL-6 und
mob-1 sind hochreguliert. Es besteht der Verdacht, dass diese Cytokine durch einen direkten

BDV -abhéngigen Mechanismus hochreguliert werden und dass siein ZNS-residienten Zellen
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exprimiert werden (Morimoto et al., 1996).

2.2.5.2 DasMausmodell

Die Infektion der Maus hat als Modell den Vorteil, leicht zuganglich fir genetische Mani-
pulationen zu sein. So stehen eine Reihe verschiedener transgener und knock-out-Mause zur
Verfligung. Beispielsweise konnte mit Hilfe von transgenen Mausen die Rolle von IFN in
vivo studiert werden, nachdem esin der Zellkultur einen hemmenden Effekt auf die BDV-
Replikation gezeigt hatte (Hallensleben und Staeheli, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass

transgen exprimiertes IFN-, djie Verbreitung von BDV im Gehirn potent inhibiert. Jedoch ist
das |FN-a/B-System normalerweise in vivo nicht sehr effektiv, wahrscheinlich weil die natir-
liche BDV-induzierte IFN-Antwort zu schwach ist oder zu spét auftritt, um die Virusausbrei-
tung einzuschranken. Auf3erdem kann IFN-o/p die Balance zwischen Transkription und
Replikation des viralen Genoms verandern (Staeheli et al., 2001).

Mause sind leicht infizierbar und haben hohe Virustiter im Gehirn (Kao et al., 1984). Bisvor
kurzem nahm man an, dass Mause relativ resistent gegen die Krankheit sind und persistent
infizierte Mause kaum detektierbare klinische Symptome entwickeln (Kao et al., 1984; Rubin
et al., 1993), jedoch zeigten Studien, dass die BD durch die Adaption des Virus durch meh-
rere Passagen in Mausen (Rubin et al., 1993) oder Infektion von spezifischen Wirtslinien
(MRL-Mause) wahrend der postnatalen Phase (Hallensleben et al., 1998) induziert werden
kann. Dabei bilden sowohl krankheitsresistente als auch empfangliche Tiere Antikorper gegen
BDV-Protein im Blut (Cserr und Knopf, 1992; Hallensleben et al., 1998).

Infizierte Mause kdnnen nach intrazerebraler Infektion eine schwere Meningoenzephalitis
oder eine symptomlose persistierende Infektion entwickeln, abhéngig vom Virusstamm und
dem Alter der Tiere zum Infektionszeitpunkt. MRL-Méuse zeigen hohe Empfanglichkeit und
entwickeln eine virusinduzierte neurologische Krankheit, wahrend B10.BR oder F1-Mause
meist trotz persistierender Virusinfektion des ZNS und virusspezifischer, aber nicht aktivier-
ter T-Zellen gesund bleiben (Hallensleben et al., 1998; Hausmann et al., 1999). Dieswird as
immunologische Ignoranz bezeichnet und definiert als ein Stadium, wahrend dem potentiell
reaktive T-Zellen trotz im Organismus vorhandenem Antigen nicht aktiviert sind (Hausmann

et al., 1999).
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Die meisten neonatal (innerhalb der ersten 24 Stunden) intrazerebral infizierten MRL-Méause
zeigen schwere neurol ogische Symptome und eine schwere lymphozytische
Meningoenzephalitis mit reduzierter Neuronenzahl und kénnen schon friih an einer
unphysiologischen Stellung der Hinterbeine identifiziert werden (Hallensleben et al., 1998).
Die Krankheit schreitet rasch mit einer Verminderung des Korpergewichts um mehr als 20%
innerhalb von vier Tagen fort. Einige Tiere sterben, andere erholen sich von der akuten Phase.
Der Anteil an erkrankten Tieren, die die oben beschriebene BD entwickeln, variiert stark
innerhalb der verschiedenen Mausdlinien (Hallensleben et al., 1998). Das Auftreten von
starken perivaskuléren und parenchymalen lymphozytischen Infiltraten korreliert mit dem
Ausbruch der Krankheitssymptome, gewoéhnlich zwischen drei und sechs Wochen p.i.
(Hallensleben et al., 1998).

Keine oder nur geringe Virusmengen konnten im Gehirn in den ersten 15 Tagen gefunden

werden, wahrend BDV-RNA leicht ab Tag 20 detektiert werden konnte, nach etwa vier Wo-
chen ein Plateau erreichte und auf diesem Niveau fir mindestens 12 Monate blieb. Dabei be-
stand in den meisten Féllen eine inverse Korrelation zwischen der Présenz von hohen Virus-

mengen (RNA) und neurologischen Symptomen (Hallensleben et al., 1998).

Astrozyten im Gehirn der NBI-Mause sind zwar geschwollen, aber diese Astrogliose ist nicht
von einer erhéhten GFAP-Immunreaktivitét begleitet (Hallensleben, 1998).

Wie bei Ratten ist die Krankheit durch MHC-I-abhangige zytotoxische CD8'-T-z¢llen, die
die Hilfe der CD4 *-T-Zellen-Subpopul ation benétigen, vermittelt (Hallensleben et al.,
Hausmann et al., 1999 und 2005a). Obwohl die Perforin-vermittelte Lyse von Zielzellen al's
der antivirale Haupteffektormechanismus von CD8'-T-Lymphozyten gilt (Kagi et al., 1994;
Smyth und Trapani, 1998; Trapani et al., 1999; van der Broeck und Hengartner, 2000), spra-
chen Experimente mit Perforin-defizienten Mausen dagegen, dass das pathogenetische
Potential von CD8"-Zellen bei BD priméar in ihrer lytischen Aktivitat liegt (Hausmann et al.,
2001). Mauslinien, die keine funktionsfahigen CD8'-Zellen generieren, entwickeln eine per-
sistente Infektion ohne Neuronenverlust, aber mit Lerndefiziten &hnlich wie bei NBl-Ratten
(Sauder et al., 2001).

Das BDV-N-Protein scheint dabei das Hauptziel der CD8-Immunantwort im ZNS der Maus
zu sein. Fur die Ratte war bereits 1999 gezeigt worden, dass das Nukleoprotein die Zielde-
terminante fir zytotoxische T-Zellen darstellt (Planz und Stitz, 1999). Das entsprechende
virusspezifische Peptid konnte ebenfalls identifiziert werden (Planz et al., 2001). Schamel et
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al. (2001) identifizierten fUr die Maus das hochkonservierte Peptid TELEISSI auf dem BDV -
p40 als ein potentes zytotoxisches T-Zell-Epitop in BD-anfalligen Mausstémmen (H-2k-
Allel-assoziiert). In Experimenten mit Mausen, die BDV-N in Astrozyten oder Neuronen
exprimieren, zeigten sich alerdings keine Symptome oder Stérungen, was dafUr spricht, dass
BDV-N alein nicht toxisch ist. Jedoch schienen diese Tiere eine immunologische Toleranz
gegen diese Genprodukte zu entwickeln, da die N-spezifische CD8-Immunantwort bei
gpéaterer Infektion schwer gestort war (Rauer et al., 2004). Transgene Mause, die das
Phosphoprotein P in Gliazellen exprimieren, entwickeln dagegen Verhaltens- und

neurobiol ogische Stérungen dhnlich denen in BDV-infizierten Mausen, aber keine neuro-
degenerativen Veranderungen (Kamitani et al., 2003).

Uber vertikale Transmission in Mausen wurde berichtet. Sechs Wochen alte M&use wurden
infiziert und zur Zucht verwendet. Keine der Mtter zeigte Klinik oder histopathol ogische
Veranderungen im Untersuchungszeitraum. Bei den Feten, sieben Tage alten Welpen und in
den Plazenten wurde BDV-RNA nachgewiesen (Okamoto et al., 2003).

2.2.5.3 Experimentelle I nfektion des Gerbils

Experimentell neonatal infizierte Gerbile sind hoch empfénglich fir BDV. Sie haben trotz
akuter fataler neurologischer Stérungen und starker Proliferation von BDV keine schweren
neuroanatomischen Veranderungen wie Astrozytose, neuronale Degeneration und Neuronen-
verlust im Gehirn (Nakaruma et al., 1999b und 2000; Watanabe et al., 2001).

Fast ale Gerbile, die am postnatalen Tag 1, bzw. 7 infiziert wurden, wiesen grof3e Virus-
mengen im Gehirn auf und starben an Tag 30, bzw. 78 p.i., wéahrend solche, die an Lebenstag

14 infiziert wurden, keine neurologischen Storungen zeigten (Lee et al., 2003)

Nakarumaet al. (1999b) fanden Infiltrate in Bulbus olfactorius und Cortex und neuronale
Degeneration im Bulbus olfactoriusin NBI-Gerbilen an Tag 20 p.i. wahrend bei NBI-Ratten
keine Entziindungszeichen zu finden waren. BDV-mRNA findet sich zu Beginn der Infektion
vor alem in Cortex, Hippocampus, Diencephalon und Kleinhirnmark, nach Auftreten der

Symptome vor alem im unteren Hirnstamm und Kleinhirn (Watanabe et al., 2001).

Wahrend Antikérper gegen pl10 und P (p24) im Blut regelmal3ig zu finden sind, ist eine Ant-

wort gegen N (p40) sowohl in adult wie auch in neugeboren infizierten Gerbilen schwach
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oder gar nicht ausgepragt (Watanabe et al., 2001), was zu den fehlenden oder nur minimal
ausgepragten Entziindungsreaktionen passt, da frihere Studien zeigten, dass in Ratten eine
Immunantwort gegen p40 fur die Induktion einer Enzephalitis nétig ist (Planz und Stitz,
1999). Sowohl mit Cyclosporin A behandelte al's auch unbehandelte Gerbile bekamen
schwere Symptome um Tag 22 p.i. und starben um Tag 30, aber Apoptose (TUNEL-
Methode) wurde nicht detektiert. Im Unterschied zu der Infektion der Ratte gab es keinen
Verlust von Purkinje Zellen, die bei Gerbils bemerkenswerterweise auch erst im gereiften
Kleinhirn, also ab der dritten Woche p.i. infiziert werden. Wahrend die Behandlung mit
Cyclosporin A keinen Einfluss auf die Virusreplikation hatte, war ein Unterschied in der

Cytokinexpression zu erkennen: Hier waren bei unbehandelten IL-1; |_-18 und IFN-y

deutlich erhoht, bel behandelten IL-1a und IFN-y erniedrigt (Watanabe et al., 2003).

2.2.6 Mensch

Neben der Ahnlichkeit der Anomalitéten in experimentell infizierten Versuchstieren zu denen
bei einigen neuropsychiatrischen Krankheiten des Menschen, fihrte die Detektion von viraler
RNA und Antikorpern gegen BDV-Proteine in peripheren mononukledren Blutzellen von
psychiatrischen Patienten zu der Annahme, dass BDV im Zusammenhang mit menschlichen

neuropsychiatrischen Krankheiten steht.

Der erste Bericht Uber die Detektion von BDV-Antikdrpern in Menschen erschien 1985 bei

Patienten mit Depression und psychiatrischen Stérungen (Amsterdam et al., 1985). Uber den
Nachweis von BDV-Antigen in Populationen peripherer mononukledrer Blutmonozyten von
hospitalisierten psychiatrischen Patienten wurde erstmals 1994 berichtet (Bode et al., 1994).

Jedoch ist es schwierig, bestimmte Risikogruppen zu identifizieren, da keine einzelne
psychiatrische Storung mit BDV assoziiert wird, sondern viele verschiedene Krankheiten in
Zusammenhang mit dem Virus gebracht werden. Ob der Mensch sich mit BDV infizieren
kann und ob ein kausaler Zusammenhang zwischen der Infektion und psychiatrischen

Stérungen besteht, wird immer noch sehr kontrovers diskutiert.

Chalmers et al. (2005) werteten 44 Studien zur Pravalenz beim Menschen aus verschiedenen

L andern wie den USA, Deutschland, Osterreich, Japan, Taiwan, Thailand und Israel aus und
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fanden grof3e Unterschiede zwischen den Resultaten der verschiedenen Studien. Die unter-
suchten Menschen bestanden in den meisten Berichten jeweils aus einer bestimmten
Patientengruppe und einer oft schlecht beschriebenen und fraglichen Kontrollgruppe. Sero-
pravalenz (Aussage Uber Exposition zu BDV) und Prévalenz (Aussage Uber momentane In-
fektion) variierten zwischen 0% und 48% in einer einzelnen Studie von HIV-Patienten in

Thailand. Die héchste Viruspravalenz war 82% in elf Gehirnen von schizophrenen Patienten.

Schwemmle und Billich (2004) geben in ihrer Ubersicht eine Seropravalenz von 0,6-45% bei
Patienten und 0-3,5% bei gesunden Kontrollen an (Jordan und Lipkin, 2001; Schwemmle,
2001).

In den Praval enzstudien wurde verschiedenes Ausgangsmateria (Plasma, Zerebrospinal -
flissigkeit, Hirngewebe und andere) und verschiedene Methoden (IFA, Western Blot,

ELISA, PCR, RT-PCR und andere) verwendet und die untersuchten Gruppen wurden nach
unterschiedlichen Kriterien in unterschiedlichen geographischen Gebieten ausgewahlt, so dass
wie auch bei den Pravalenzstudien bel Pferd, Katze und anderen Tieren die Vergleichbarkeit
der Studien fraglich ist.

Die beim Menschen gefundenen BDV-Antikorper haben eine niedrige Aviditét zum Antigen
(Allmang et al., 2001). Dies st typisch fir kreuzreagierende Antikdrper und fir Antikorper,
die in einer friihen Infektionsphase gebildet werden. Da es beim Menschen bei Langzeit-
studien von ein bis vier Jahren nicht zu einer Maturation der Antikorper zu solchen mit hoher
Aviditat kam (Allmang et al., 2001) und beim Pferd und Schaf die Antikorper mit hoher
Avidité an das BDV-Antigen binden (Billich, 2002; Allmang et al., 2001), war eine Kreuz-
reaktivitét naheliegend, was das zoonotische Potential von BDV in Frage stellte. Jedoch
konnten Billich et al. (2002) mit Hilfe eines Peptide-array-based Screening-Test zur weiteren
Identifizierung der Antikorper widerlegen, dass es sich um Antikérper handelt, die gegen ein

anderes Pathogen gerichtet sind.

ECLIA- und Western Blot-Analysen mit rekombinanten Formen der zwei viralen Haupt-
proteine N und P ergaben, dass die Reaktivitat von humanen Antikdrpern oft nur gegen eines
der beiden Proteine gerichtet sind, anders asin natrlich infizierten Pferden, bei denen nor-
malerweise Antikorper gegen beide Proteine nachgewiesen werden kénnen (Fukudaet al.,
2001; Waltrip et al., 1995; Y amaguchi et al., 1999).

Auch wird immer wieder kritisiert, dass PCR-positive Ergebnisse Folge einer Labor-
Kontamination sein kénnen (Schwemmle et al., 1999; Bode et al., 2000). Auf der anderen
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Seite wurden neue | solate gefunden, die sich mit den bekannten Markern nicht darstellen
lassen, und die Variation und Verbreitung von BDV konnte grofRer sein als bisher ange-

nommen wurde (Nowotny und Kolodziejek, 2000).

Die neue Entdeckung von zirkulierenden Immunkomplexen (CICs) und Antigen (N und P) im
Plasma al's charakteristische Marker fur aktivierte BDV-Infektionsstadien (Bode et al., 2001)
konnte eine neue Richtung in klinischer Forschung von BDV -Infektionen beim Menschen
sein und gibt Zukunftsmdglichkeiten fir epidemiol ogische Studien. Eine Untersuchung von je
3000 Seren von Menschen und Pferden tber vier Jahre mit neuen Enzym-Immunassays
(ElAS) ergab, dass BDV-CICs eine zehnmal hdhere Infektionsrate als vorherige Serologie-
studien anzeigen (Rott et al., 1985; Bode, 1995). Das Vorhandensein dieser CICs kénnte
auch eine mogliche Erklarung fir den von Zimmerman et al. (1994) berichteten Mangel an
Persistenz von BDV-Antikorper bei nattirlichen Infektionen sein, da ClCs mit freien Anti-

korper und Antigen interagieren.

Ein diagnostischer Goldstandard-Test fehlt bisher genauso wie langfristige Studien, um mehr
Uber eine serologische Antwort und den klinischen Verlauf von seropositiven Patienten

herauszufinden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materia

311 Tiere
Bei den Tieren handelt es sich um Lewis Ratten aus der V ersuchstierzucht des Friedrich-

L oeffler-Instituts des Bundesforschungsinstituts fur Tiergesundheit in Tubingen.

3.1.2 Virus
Zur Infektion der Ratten wurde die 5. Rattengehirn Passage des BDV-Strang He/80
verwendet (Planz et al., 2003).

3.1.3 Antikorper und Seren

Primérantikorper gegen: Herkunft Verdiinnung
- BDV p38 Mouse-anti-BDV p38 protein 1:500
- CD8 Serotec MCA48R, mouse anti rat CD8 Alpha, 1:100

clone Number MRC OX8

- CD45 Serotec MCAB53R, mouse anti rat CD45RC, 1:200
clone Number MRC OX-22

- CD68 Serotec MCA341R, mouse anti rat CD68, clone 1:100
Number ED-1
- GFAP Dako Cytomation Z0334, polyclonal rabbit anti- 1:3000

Glial Fibrillary Acidic Protein

- NF Monosan MON 3004, Human Neurofilament, 1:50
clone 2F11
- Vimentin Bio genex AM074-10M, mono clonal mouse 1:100

anti Vimentin, clone V9
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Sekundarantikorper .

- horse-anti-mouse biotinylated anti-mouse IgG (H+L), rat 1:50
absorbed, affinity purified, made in horse,
Vector BA-2001

Normalserum:

- normal horse serum normal horse serum, Vector, S 1966 1:100

3.1.4 Chemikalien, L 6sungen, Puffer
3.1.4.1 Chemikalien und Losungen fur Standardféarbungen

1. Hamaaun:;

Mayers Hamalaunldsung, MERCK 9249

2. Eosin:
Eosin G 1%, Cerstistain » MERCK 15935

3. KV-LOsung:

1 g Kresylviolett (Merck 5235) und 2 ml 20%-iger Essigsdure in 100 ml Aqua dest.
(B. Braun) gelost. Die Losung wird kurz vor Gebrauch filtriert.

3.1.4.2 Chemikalien und Lésungen fur immunhistochemische Farbungen
Es wurde soweit nicht anders angegeben die gleiche Zusammensetzung der Losungen bei

allen immunhistochemischen Farbungen verwendet.
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1. PBS-Puffer (modifiziert nach Wood und Warnke, 1981) :

70,13 g NaCl (Merck 6404)

13,80 g NaH ,po, (Merck 6346)
54,40 g K,HPO, (Merck 5104)
48 ml NaOH 1N (Merck 9956)

auf 10 | Aquadest. (B. Braun) aufgefillt und ggf. mit 1-normaler NaOH auf einen pH
von 7,6 eingestel It

2. PBSA-Puffer:

Albumin (bovine, fraction V, Sigma A-3294), 1%ig in PBS-Puffer

3. Tween-Puffer:
1,5 ml Tween® (Dako Tween® 20, S1966) in 1| PBS-Puffer

4. Hamalaun:
1 g Hamatoxylin (Merck 4302)
0,2 g Na-Jodat (Merck 6525)
50 g Al-K-Sulfat (Merck 1047)
50 g Chloralhydrat (Merck 2811)
1 g Citronensaure (Merck 244)

auf 11 Aquadest. (B. Braun) aufgeftillt, vor Gebrauch mindestens eine Woche stehen
lassen

5. Citratpuffer:

Dako Cytomation Target Retrieval Solution 10x Concentrate S 1699, 1:10in
Aquadest. gel6st und auf pH 6 eingestel It
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6. Auf-/absteigende Alkoholreihe:
- 70 %iger Alkohol (Ethanol 70 % (V/V) mit 1 % Petrol&her vergallt)
- 96 %iger Alkohol (Ethanol 96 % (V/V) mit 1 % Petrol&ther vergallt)
- 100 %iger Alkohol (Ethanol 99,5 % (V/V) mit 1 % Petrol&ther vergéllt)

- Xylol (Merck 8685)

7. ABC (Avidin-Biotin-Komplex):
Kurz vor Gebrauch Ansetzen der Gebrauchsl 6sung. Mischung der L ésungen

A:B:PBS-Puffer im Verhdtnis 1:1:50 des Reaktionskits Vector Vectastain ABC Kit
PK-4000

8. DAB (3,3°-Djaminobenzidin):
Kurz vor Gebrauch Anzetzen der Gebrauchsl6sung. Mischen der Ldsungen Substrate

Buffer : DAB+Chromogen (X50) im Verhdtnis 50:1 (Dako K 5007); bis zur
Verwendung gekihlt und lichtgeschiitzt aufbewahren

9. 1 %-iges H20.-Methanol:

10 ml 30 %iges H,0O, (Merck 7200) in 290 ml Methanol (Merck 6009) zum Blocken
der endogenen Peroxidase

10. UltraTek Kit:
Losung 1: Sky Tek Laboratories ABN 999, UltraTek Anti-Polyvalent Biotinylated

Antibody
Losung 2: Sky Tek Laboratories ABN 999, UltraTek HRP

11. 1 %-ige Pronase-L 6sung:

Merck 7433 Pronase E (aus Streptomyces griseus) 0,1 g in 100 ml PBS gel 6st
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3.2 Methoden

3.21 Infektion

Die Infektion der untersuchten Tiere erfolgte tiber die aerogene Route. Hierflr wurden die
Ratten innerhalb der ersten 18 Stunden nach der Geburt dem Aerosol einer virushaltigen
Gehirnsuspension in einer Begasungskammer ausgesetzt. Die in Tabelle 1 angegebene Virus-
dosis wurde mit 10%iger Hirnsuspension auf 1,5-2 ml aufgefillt. Fir die Generierung der
Aerosole wurde der Nebulizer der Firma Pari verwendet, der Aerosole mit einer Partikelgrofie
erzeugt, die optimal fir die Deposition in den unteren und oberen Atemwegen ist (100% der
Partikel kleiner als 10 pm im Durchmesser, 60% kleiner as 2,5 pum im Durchmesser und 52%

kleiner als 1,2 um im Durchmesser).

Die neugeboren-infizierten Tiere sowie ggf. Sentinels (nicht-infizierte Tiere) blieben nach
erfolgter Infektion bis zur Geschlechtsreife mit ihren Wurfgeschwistern bei der Mutter, danach

wurden sie nach Geschlechtern getrennt gehalten.

3.2.2 Gewebsentnahme und Pré&paration

Die Tiere wurden in tiefer Narkose durch Exartikul ation des Atlantookzipital gelenks getétet.
Nach Absetzen des K opfes wurde das Gehirn dem Schadel entnommen und in 4 %iges
Formaldehyd tberfuhrt.

3.2.3 Einbetten

Die in 4%igem Formaldehyd konservierten Gehirne wurden mit einer Skalpellklinge in der
Medianen geteilt und jewells eine circa 3 mm dicke Scheibe von median nach lateral der
rechten Gehirnhélfte wurde in eine Kunststoff-Einbettungskapsel verbracht. Die Ent-
waésserung und Durchtrénkung des Gewebes mit fliissigem Paraffin (Merck, Paraffinpastillen,
Erstarrungspunkt etwa 56°-58°C fur Histologie) erfolgte maschinell mit dem Autotechnicon
Shandon Citadel 1000.
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Das Ausgief3en der Praparate wurde manuell am Shandon Histocentre 2 vorgenommen, so
dass die Mediane der Gehirnscheiben auf den entstandenen ausgehérteten Paraffin-Blocken
oben, also auf der Schnittflache zu liegen kam. So entstanden L&ngsschnitte der rechten
Gehirnhalfte von median nach lateral.

Die erstellten Paraffin-Blocke wurden bei Raumtemperatur (RT) gelagert und einige Stunden
vor dem Schneiden bei 4°C gekdihlt.

3.2.4 Paraffinschnitte

Von den bei 4°C geklhlten Paraffin-BlGcken wurden mit dem Reichert-Jung Histoslide 2000
je Block circa 30 2um starke Schnitte gefertigt und auf ein Wasserbad (Aqua dest., RT) ver-
bracht. Anschlief3end wurden diese zum Strecken der Schnitte einige Sekunden auf ein 47°C
warmes Wasserbad (Aqua dest.) gelegt und von diesem auf spezielle Objekttréger (OTs)

(Menzel-Géser, SuperFrost® pjys, J 1800 AMNZ) aufgezogen. Die OTs wurden dann  tiber
Nacht in einem Warmeschrank bei circa 51°C getrocknet und bis zur weiteren Verwendung in
staubgeschitzten Kasten bel RT gelagert.

3.25 Entparaffinieren

Das Entparaffinieren der angefertigten Schnitte wurde bei allen Standardféarbungen und
immunhistochemischen Methoden vor der weiteren Bearbeitung in gleicher Weise

vorgenommen.

Durchfiihrung bei RT:

1. Xylol 12-15 min
2. 100 %iger Alkohol (99,5% (V/V) mit 1% Petrol&ther vergallt) cal0 sec
3. OTstrocknen lassen ca 5min
4. 96%iger Alkohol (96% (V/V) mit 1% Petrol&ther vergallt) ca. 10 sec
5. 70%iger Alkohol (70% (V/V) mit 1% Petrol&ther vergadllt) ca. 10 sec

39



Material und Methoden

6. Aquadest. bis zur weiteren Behandlung

3.2.6 Standardfarbungen

Standardfarbungen ermdglichen eine Ubersicht tiber das zu untersuchende Gewebe und geben
Hinweise auf pathologische Veranderungen. So kénnen entziindliche Infiltrate, Blutungen,
Veranderungen der Zelldichte und einige morphol ogische V erénderungen bestimmter
Zellarten erkannt werden. AulRerdem kann anhand bestimmter anatomischer Strukturen
insbesondere der Form und Ausbreitung der Ventrikel die Schnittebene ungeféhr bestimmt

werden.

Die Standardféarbungen Hamatoxylin-Eosin (HE) und Kresyl-Violett (Nissl, KV) wurden bei
den Gewebeproben aller Tiere durchgefihrt.

3.2.6.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Der Hamatoxylin-Eosin-gefarbte Schnitt bietet die einfachste und schnellste Mdglichkeit zur
Beurteilung des Hirngewebes. Zellkerne erscheinen blauviolett durch Affinitét ihres negativ
geladenen Nukleinsdurematerials zum basischen blauen Farbstoff Hamatoxylin. Zytoplasma

und Neuropil féarben sich durch den Farbstoff Eosin rosa.

Durchfuhrung aller Farbeschritte nach dem Entparaffinieren bei RT:

1. Hamalaun 5min
2. Blauen in Leitungswasser 4min
3. 1%igesEosin 1min

4. Mehrfach spilen in Leitungswasser
5. Aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, reiner Ethanol, s.a. Entparaffinieren) je ca. 10 sec
6. Xylol 2min

7. Eindecken
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3.2.6.2 Kresyl-Violett-Farbung (KV, Nissl-Farbung)

Die Nissl-Farbung wird vor allem zur Beurteilung der Nervenzellen und zur Einschéatzung der
Zelldichte verwendet. Hierbel farben sich Zellkerne dunkelblau und die im Zytoplasma der
Nervenzellen vorkommenden Nissl-Schollen (auch Tigroidschollen) blau oder blauviolett.

Das Zytoplasma von Gliazellen zeigt sich blassblau, wahrend Zellfortsdtze ungeféarbt bleiben.

Durchfihrung aler Farbeschritte nach Entparaffinieren bel RT:

1. KV-Losung 5min
2. Spulenin Agua dest.

3. 96 %iges Ethanol mit 1-2 Tropfen Eisessig versetzt 1min
4. Aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, reiner Ethanol, s.a. Entparaffinieren) je ca. 10 sec
5. Xylol 2min

6. Eindecken

3.2.7 Immunhistochemische Farbungen

Immunhistochemische Farbungen dienen dem qualitativen und quantitativen Nachweis von
bestimmten Proteinen und Zellen und der Bestimmung ihrer Verteilung und Lokalisation im
Gewebe.

Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten nach ingtitutsinternem Farbeschema. Die
geeignete Verdinnung war vorher in Verdinnungsreihen (ggf. orientiert nach den Angaben
des Herstellers) ermittelt worden. Die Verdinnungsstufe wurde gewdhlt, welche
grotmagliche spezifische Farbeintensitét bei kleinstméglicher Hintergrundférbung lieferte.
Da bei den verschiedenen Antikdrpern (AK) eine unterschiedliche, bzw. keine besondere
Vorbehandlung der Gewebeschnitte notwendig ist, werden die Protokolle hier getrennt
aufgefuhrt.

Zum Bedecken der OTs zum Schutz vor Austrocknung wurde bei einigen Schritten Parafilm
(Parafilm ,M“®, Pechiney Plastic Packing, PM-996) verwendet.
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3.2.7.1 Darstellung von Gehirnzellen

Zur Darstellung bestimmter Gehirnzellen kann der immunhistochemische Nachweis
spezifischer Intermediarfilamente dienen. Dabei handelt es sich um Zellkomponenten aus
faserigen Polypeptiden mit einem Durchmesser von etwa 8-10 nm. Die genaue biol ogische
Bedeutung ist nicht bekannt, jedoch werden sie als wichtiger Bestandteil des Zytoskel etts
angesehen. Die verschiedenen Intermediarfilamente sind mehr oder weniger spezifisch fir
bestimmte Zellen oder Zellgruppen oder einem bestimmten Reifegrad einer Zellart und
werden zur Typisierung dieser herangezogen. Auch kann der Grad der Expression in manchen

Fallen Hinweise auf pathol ogische V orgénge geben.

3.27.11 Asrozyten

Dasfibrilléare saure Gliaprotein (GFAP) ist ein 50 kDa grof3es intrazytoplasmatisches
filamentdses Protein, welches einen Anteil des Zytoskel etts in Astrozyten bildet (Bignami et
al., 1972; Ludwin et al., 1976; Uyedaet al., 1972) und gilt als spezifischer Marker fur Zellen
mit astrozytischer Herkunft.

Bei krankhaften Prozessen im Gehirn, wie Traumata, Infektionen oder Vergiftungen,
reagieren Astrozyten sehr schnell mit Proliferation und zeigen eine extensive Hypertrophie
des Zellkdrpers und der Prozesse, GFAP ist deutlich hochreguliert.

Zum Nachweis des GFAP wurde ein polyklonaler Antikorper verwendet und das UltraTek
Ready-To-Use-Kit.

Durchfihrung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):

1. Entparaffinieren

2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 25 min
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidasein 1 %-igem HO,-
M ethanol

3.  Vom Aquadest. in Tween-Puffer, mehrmals spilen
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

OTsmit ca. 100 gl Primar-Ak-L6sung (rabbit anti-GFAP, 1:3000 mit
PBSA verdunnt) pro OT beschichten, mit Parafilm bedecken und in

eine feuchte Kammer verbringen

Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

Mit ca. 300 pl UltraTek Lésung 1 pro OT beschichten und in eine
feuchte Kammer verbringen

Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

Mit ca. 300 I UltraTek Losung 2 pro OT beschichten und in eine
feuchte Kammer verbringen

Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

Mit ca. 300 pl frisch angesetzter DAB-L 6sung pro OT beschichten,
Dauer je nach Intensitét der sichtbaren Braunfarbung

Stoppen der Farbereaktion durch Spulen mit Aquadest.

Gegenfarbung mit Hamalaun

Blauen in Leitungswasser

40-50 min

15 min

15 min

1-20 min

4 min

3-5min

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe jeweilsca 20 sec

Eindecken

3.2.7.1.2 Unreife und reaktive Astrozyten

Vimentin bildet das Zytoskelett von mesenchymalen Zellen einschliefdlich Fibroblasten,
Chondrozyten, Osteozyten, Endothelien und wel3en Blutkdrperchen (Franke und Moll, 1987).

Auch wird esin unreifen Astrozyten exprimiert (Bignami et al., 1982) und findet sich im
adulten Gehirn vermehrt bei reaktiver Astrogliose (Norenberg, 1994; Schiffer et al., 1986;
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Stringer, 1996). Man nimmt an, dass wahrend der Zellreifung Vimentin durch GFAP ersetzt
wird und in einem gewissen Zeitraum wahrend der Reifung beide Filamente koexprimiert
werden (Galou et al., 1996).

Hier wurde ein monoklonaler Ak verwendet, der an ein 57 kDa grof3es Filament bindet.

Durchfihrung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):

1. Entparaffinieren

2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 25 min
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidasein 1 %-igem HO,-
Methanol

3. Vom Aquadest. in Citratpuffer im vorgeheizten Dampfgarer (Braun 20 min

Multi Gourmet)

4. Wassern in Leitungswasser ca 5min

5.  Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

6. Mitca 300 pl Pferde-Normalserum-Ldsung (1:100 mit PBSA-Puffer 30 min
verdunnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer
verbringen

5. Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 pl Priméar-Ak-Losung (mouse-  Uber Nacht
anti Vimentin, 1:100 mit PBSA verdinnt) pro OT beschichten, mit bei 4°C
Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen

6. Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

7.  Mitca 100 gl Sekundar-Ak-L6sung (horse-anti-mouse |gG) pro OT 30 min
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer
verbringen

8. Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen
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9. Mitca 100yl frisch angesetzter ABC-Ldsung pro OT beschichten, 1lh
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen

10. Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

11. Mit ca. 300 pl frisch angesetzter DAB-L6sung pro OT beschichten, 1-20 min
Dauer je nach Intensitdt der sichtbaren Braunfarbung

12. Stoppen der Farbereaktion durch Spulen mit Aqua dest.

13. Gegenféarbung mit Hamalaun 4min
14. Blauen in Leitungswasser 3-5min
15. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe jewells ca. 20 sec
16. Eindecken

3.2.7.1.3 Neuronen

Neurofilament (NF) ist ein Intermediarfilament, das nahezu spezifisch fir Neuronen ist.

Der monoklonale Ak markiert die 70 kDa und 200 kDa grof3en Polypeptide des

Neurofilaments.

Durchfiihrung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):

1. Entparaffinieren

2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 25 min
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidasein 1 %-igem HO,-
Methanol

3. Vom Aquadest. in Citratpuffer im vorgeheizten Dampfgarer (Braun 20 min

Multi Gourmet)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Wassern in Leitungswasser

Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

Mit ca. 300 il Pferde-Normalserum-Ldsung (1:100 mit PBSA-Puffer
verdunnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer
verbringen

Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 pl Primér-Ak-Ldsung (mouse-
anti-Human Neurofilament, 1:50 mit PBSA verdinnt) pro OT
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer
verbringen

Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

Mit ca. 100 gl Sekundar-Ak-L6sung (horse-anti-mouse IgG) pro OT
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer
verbringen

Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

Mit ca. 100 frisch angesetzter ABC-L6sung pro OT beschichten,
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen

Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

Mit ca. 300 pl frisch angesetzter DAB-L 6sung pro OT beschichten,
Dauer je nach Intensitét der sichtbaren Braunfarbung

Stoppen der Farbereaktion durch Spilen mit Aquadest.

Gegenfarbung mit Hamalaun

Blauen in Leitungswasser

ca. 5min

30 min

Uber Nacht
bel 4°C

30 min

1h

1-20 min

4 min

3-5min

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe jeweilsca 20 sec
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16. Eindecken

3.2.7.2 Nachweisvon BDV-Antigen
Der hier verwendete Primér-Ak richtet sich gegen das BDV-Nukleoprotein p38. Dieses wird
vom BDV vom offenen Leserahmen ORF 1 codiert und kommt aul3er als p38 auch noch in

der Isoform p40 vor.

Durchfiihrung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):

1. Entparaffinieren

2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 25 min
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidasein 1 %-igem HO»-
Methanol

3. Vom Aquadest. in Tween-Puffer, mehrmals sptilen

4.  Mit ca 300 yl Pferde-Normalserum-Losung (1:100 mit PBSA-Puffer 30 min
verdunnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer
verbringen

5. Serum abkippen, die OTsmit ca. 100 gl Primér-Ak-Ldsung pro OT Uber Nacht
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer bei 4°C
verbringen

6. Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

7.  Mitca 100 gl Sekundar-Ak-L6sung (horse-anti-mouse |gG) pro OT 30 min
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer
verbringen

8. Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

9. Mitca 100yl frisch angesetzter ABC-LOsung pro OT beschichten, 1lh
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

Mit ca. 300 pl frisch angesetzter DAB-LOsung pro OT beschichten, 1-20 min
Dauer je nach Intensitét der sichtbaren Braunféarbung

Stoppen der Farbereaktion durch Spilen mit Aquadest.

Gegenfarbung mit Hamalaun 4min
Blauen in Leitungswasser 3-5min
Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe jeweilsca 20 sec
Eindecken

3.2.7.3 Entzindungszellen

Die immunhistochemischen Férbungen zur Darstellung von CD45-Lymphozyten, CD8'-

Lymphozyten und Mikroglia/M akrophagen dienten zur Einschézung der Immunreaktion des

Gehirns und der Subtypisierung der vor alem in Infiltraten vorkommenden Lymphozyten.

Der Nachweis von CD45*- und CD8™-Lymphozyten erfolgte durch den Einsatz CD-
spezifischer Primarantikorper, fur die Identifikation der Mikroglia/Makrophagen wurde der
Ak-Klon ED1 verwendet, der als Homolog zum menschlichen CDG68 gilt.

3.2.7.3.1 CD45-positive Lymphozyten

Dieser Ak richtet sich gegen das Ratten CD45RC, die hochmolekulare Form des LCA

(leucocyte common antigen). Dieses wird von B-Zellen exprimiert, von ca. 50 % der

K nochenmarkszellen, von allen CD8" T-Zellen und es spaltet CD4 Zellen in zwe
Populationen, den CD4+CD45RCign (TH1-like) und den CD4+CD45RGow (TH2-like)
(Angaben der Ak-herstellenden Firma).
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Durchfihrung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):

1. Entparaffinieren

2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 25 min
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidasein 1 %-igem HO,-
Methanol

3. Vom Aquadest. in Citratpuffer im vorgeheizten Dampfgarer (Braun 20 min

Multi Gourmet)

4. Wassern in Leitungswasser ca. 5min

5. Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

6. Mitca 300 pl Pferde-Normalserum-Ldsung (1:100 mit PBSA-Puffer 30 min
verdinnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer
verbringen

5. Serum abkippen, die OTsmit ca. 100 gl Primar-Ak-Ldsung (mouse- Uber Nacht
anti-rat CD45, 1:200 mit PBSA verdinnt) pro OT beschichten, mit bei 4°C
Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen

6. Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

7.  Mitca 100 gl Sekundar-Ak-Ldsung (horse-anti-mouse IgG) pro OT 30 min
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer
verbringen

8. Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

9. Mit ca 100yl frisch angesetzter ABC-Ldsung pro OT beschichten, 1lh
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen

10. Mehrmals mit Tween-Puffer splilen
11. Mit ca 300 u frisch angesetzter DAB-L 6sung pro OT beschichten, 1-20 min

Dauer je nach Intensitét der sichtbaren Braunférbung
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12.

13.

14.

15.

16.

Stoppen der Farbereaktion durch Spulen mit Aquadest.

Gegenfarbung mit Hamalaun 4min
Blauen in Leitungswasser 3-5min
Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe jeweilsca 20 sec
Eindecken

3.2.7.3.2 CDB8-positive Lymphozyten

Diessr Ak erkennt das Ratten CD apha Zelloberflachen-Antigen, das von einer
Subpopulation der T-Lymphozyten, den meisten Thymozyten und der Mehrzahl der
natirlichen Killerzellen exprimiert wird (Angaben der Ak-herstellenden Firma).

Durchfihrung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):

1.

Entparaffinieren

Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 25 min
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidasein 1 %-igem HO,-
Methanol

Vom Agua dest. in Tween-Puffer, mehrmals spiilen

Mit ca. 300 il Pferde-Normalserum-Ldsung (1:100 mit PBSA-Puffer 30 min
verdinnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer
verbringen

Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 pl Primar-Ak-L 6sung (mouse- Uber Nacht
anti-rat CD8 Alpha, 1:100 mit PBSA verdinnt) pro OT beschichten, bei 4°C
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen
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6. Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

7.  Mitca 100 gl Sekundar-Ak-L6sung (horse-anti-mouse |gG) pro OT 30 min
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer
verbringen

8. Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

9. Mitca 100y frisch angesetzter ABC-LOsung pro OT beschichten, 1lh
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen

10. Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

11. Mit ca 300 u frisch angesetzter DAB-L 6sung pro OT beschichten, 1-20 min
Dauer je nach Intensitét der sichtbaren Braunférbung

12. Stoppen der Farbereaktion durch Splilen mit Aqua dest.

13. Gegenféarbung mit Hamalaun 4min
14. Blauen in Leitungswasser 3-5min
15. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe jewells ca. 20 sec
16. Eindecken

3.2.7.3.3 Mikroglia/Makrophagen

Der Klon ED1 wird als Rattenhomolog fur das menschliche CD68 betrachtet. Er bindet an das
110 kDa grof3e Glykoprotein, das von Myeloidzellen auf der lysosomalen Membran
exprimiert wird. Der Ak markiert die Mehrzahl der Gewebsmakrophagen und schwach
periphere Blutgranulozyten (Angaben der Ak herstellenden Firma).
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Durchfihrung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):

1. Entparaffinieren

2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 25 min
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidasein 1 %-igem HO,-
Methanol

3. Vom Aquadest. in 1 %iger Pronase-L 6sung im Warmeschrank 10 min
(37°C)

4. Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

5.  Mitca 300 pl Pferde-Normalserum-Ldsung (1:100 mit PBSA-Puffer 30 min
verdinnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer
verbringen

6.  Serum abkippen, die OTsmit ca. 100 gl Priméar-Ak-Ldsung (mouse- Uber Nacht
anti-rat CD68, 1:100 mit PBSA verdinnt) pro OT beschichten, mit bei 4°C
Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen

7.  Mehrmals mit Tween-Puffer spilen

8. Mitca 100 gl Sekundar-Ak-Ldsung (horse-anti-mouse IgG) pro OT 30 min
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer
verbringen

9. Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

10. Mit ca. 100pl frisch angesetzter ABC-L 6sung pro OT beschichten, 1lh
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen

11. Mehrmals mit Tween-Puffer spiilen

12. Mit ca. 300 u frisch angesetzter DAB-L 6sung pro OT beschichten, 1-20 min
Dauer je nach Intensitét der sichtbaren Braunférbung

13. Stoppen der Farbereaktion durch Spilen mit Aqua dest.
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14.

Gegenfarbung mit Hamalaun 4min
15. Blauen in Leitungswasser 3-5min
16. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe jeweilsca 20 sec
17. Eindecken

3.28 Eindecken

Das Eindecken der OTs wurde nach alen Farbungen in gleicher Weise mit dem
Eindeckautomat Leica CV 5030 mit Deckgldsern (ENGELBRECHT Medizin- und
L abortechnik GmbH) durchgefihrt.

3.29 Auswertungder Standard- und immunhistochemischen Férbungen

Die Auswertung erfolgte anhand selbst erstellter Auswertungsbogen. Dazu wurde das Gehirn
in sieben Areale eingeteilt (siehe Abbildung 2, Seite 54) und diese jeweils getrennt beurteilt.
Bei einigen Farbungen wurden zusétzlich die Schichten des Bulbus olfactorius und/oder des
Kleinhirns separat ausgewertet, da erhebliche Unterschiede innerhalb dieser Regionen
festgestellt wurden.

Bel der Auswertung der ED1- und Glia-Marker wurden in jedem Area jeweilsin drei
reprasentativen Gesichtsfeldern bei 400-facher Vergrof3erung die angefarbten Zellen
ausgezahlt, der Mittelwert bestimmt und in Grade (+ bis +++) eingeteilt.
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Abbildung 2: Aufteilung des Rattengehirnsin Regionen

1: Bulbus olfactorius (Bo) 4: Hippocampus (HC) 6: Stammhirn (SH)
2: Cortex 5: Calliculi-Region/Mittelhirn 7: Kleinhirn (KH)
3: Corpus callosum (Cc) (MH)
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4 Ergebnisse

Neben einer Beschreibung der Ergebnisse, wurden fir die Farbungen zum besseren Vergleich
der einzelnen Tiere Tabellen erstellt. Dabei wurden diein Abbildung 2 dargestellten sieben
Gehirnregionen einzeln bewertet und aufgefuhrt. Bei einigen Farbungen wurden zusétzlich
die Schichten des Bulbus olfactorius und/oder des Kleinhirns separat ausgewertet, da erheb-
liche Unterschiede innerhalb dieser Regionen festgestellt wurden.

Bel einigen Gehirnen waren im Schnitt einzelne Areale nicht mehr vorhanden oder wurden
bei der Einbettung so im Paraffin platziert, dass sie nicht immer mit angeschnitten wurden
oder bel der Behandlung der Schnitte wiederholt von den Objekttragern abschwammen. In
diesen Fallen wird bei dem betroffenen Areal in den Tabellen,,n.v.* (nicht vorhanden) ange-
geben.

Auch kam immer wieder vor, dass trotz mehrmaliger Wiederholung bestimmter Farbungen
bei manchen Tiere einzelne Areale nicht bewertet werden konnten. Diese Bereiche sind in den
Tabellen mit ,,n.a* (nicht auswertbar) bezeichnet.

Bei den Ergebnistabellen der HE/Nissl-, der BDV- und der CD45- sowie CD8-Farbungen
wurden die Tiere in drei Gruppen eingeteilt, namlich Kontrolltiere (Tiere, die nicht experi-
mentell infiziert wurden und nicht in Kontakt mit infizierten Ratten kamen), neugeboren aero-
sol (NBAE)-infizierte Tiere und Mtter sowie Sentinels, die zwar nicht infiziert wurden, aber
in direktem Kontakt mit den NBAE-infizierten Ratten standen, sich also moglicherweise an
diesen infiziert haben kdnnten.

Nach Auswertung dieser vier Farbungen wurde zur besseren Ubersicht und Vergleichbarkeit
der Ergebnisse in den danach aufgeftihrten Ergebnistabellen fir ED1 und die drel Filamente
GFAP, Vimentin und Neurofilament eine andere Gruppeneinteilung gewéhlt. Essind jeweils
vier Gruppen aufgefuhrt, ndmlich Kontrolltiere, BDV-negative Tiere (damit sind Tiere ge-
meint, die zwar infiziert wurden, bzw. exponiert waren, aber in der BDV-Immunhistochemie
keine angefarbten Zellen aufwiesen), BDV-positive NBAE-Tiere (Tiere, diein der BDV-
Immunhistochemie angeférbte Zellen aufwiesen und bel denen keine CD45-positiven Infil-
trate gefunden wurden) und Tiere mit Infiltraten (Tiere, die Infiltrate mit CD45-reaktiven
Zellen zeigten).

55



Ergebnisse

4.1 Krankheitsverlauf

Die Gehirne der Versuchstiere wurden von Prof. Dr. L. Stitz, Institut fir Immunologie,
Friedrich-L oeffler-Instituts des Bundesforschungsinstituts fir Tiergesundheit in Tubingen zur
Verfligung gestellt. Beobachtungen zum Verhaten und Allgemeinbefinden, RNA- und
Antikorperbestimmung wurden dort ausgeftihrt. Die RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR)
zum Nachweis von BDV-RNA des p24-Proteins in peripheren mononukleéren Blutzellen
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion durchgefiihrt. Zu gleichen
Zeitpunkten erfolgte die Entnahme von Serum fur die serol ogische Untersuchung auf BDV -
spezifische Antikorper mittels ELISA. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle
1 aufgelistet.

Alle mit NBAE bezeichneten Tiere wurden innerhalb von maximal 18 Stunden nach der Ge-
burt infiziert, in der Regel innerhalb von weniger als 12 Stunden.

Die erste Zahl des Tiernamens gibt den Wurf an, d.h. alle Tiere der gleichen Nummer gehdren
zu einem Wurf. Auch deren Mutter hat jeweils die gleiche Nummer im Namen.

Die laktierenden Muttertiere wurden nicht experimentell infiziert, erhielten aber ihre Jungen
unmittelbar nach deren Virusaerosol-Exposition zurlick, an denen sie sich gegebenenfalls an-
stecken konnten.

Teilweise blieben sogenannte Sentinels in der Gruppe. Das sind Wurfgeschwister, die nicht

infiziert wurden. Diese und die Mitter tragen die Wurfnummer ohne_NBAE‘ im Namen.

Alle nicht experimentell infizierten Tiere sind auf3erdem kursiv dargestellt.
Die Infektionsdosisist angegeben in [ ul], wobei eine 10%ige Gehirnsuspension infizierter
und erkrankter Ratten auf ein Endvolumen von 1,5— 2 ml aufgefillt und verabreicht wurde.
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Tabellel:  Allgemeine Informationen zu den Versuchstieren
Angabe des Geschlechts, Alters, der Infektionsdosis, Auffalligkeiten vor der Tétung,
Ergebnisse der PCR und Ak-Bestimmung (Titer)
Tier Geschlecht T%Ittlje;gb%] Virusdosis | Symptome | PCR | Antikor per

Neg Ko 4 Wo m 28 - - - -

Neg Ko 6 Wo w 42 - - - -

Neg Ko 8Wo m 56 - - - -
LewisNL-1 w 30 - - - -
Lewis NL-2 w 30 - - - -
LewisNL-3 w 30 - - - -
Lewis NL-4 m 30 - - - -
ONBAE.1 m 310 500 auff. + <40/80
O NBAE.2 w 310 500 auff. + 1280
O NBAE.3 w 310 500 auff. + 1280/2500
ONBAE.4 m 690 500 unauff + <40
O NBAE.6 w 310 500 auff. + 2500
VI NBAE.1 m 110 200 auff. + 2500
VI NBAE.2 m 110 200 unauff + 1280/2500
VI NBAE.3 w 110 200 klein n.t. 1280/2500
VI NBAE.4 W 110 200 n.t. + <40

VII NBAE.1 w 110 200 klein + <40

VII NBAE.2 w 110 200 grof3 - <40

VII NBAE.3 w 110 200 klein + 1280

VII NBAE.4 w 110 200 auff. - 160

VII NBAE.5 m 110 200 unauff + <40

VII NBAE.6 m 110 200 g.A. + 80/320

VII NBAE.7 m 110 200 g.A. - <40

VI1.8 m 110 n.i. n.t. + <40
VII.9 m 110 n.i. n.t. + <40
VIII NBAE.3 m 450 400 unauff. + <40
VIII NBAE.7 w 90 400 auff. + 160

IX NBAE.3 w 90 400 auff. + 5000
IX NBAE.4 W 740 400 auff. n.t. <40/320
X NBAE.1 w 90 400 grof3 + <40
X NBAE.4 w 90 400 klein + 1280/2500

X5 w 90 n.i. n.t. + n.t.

11 NBAE.1 w 11 500 n.t. + n.t.
11.NBAE.11 m 640 500 auff. n.t. <40
12 NBAE.1 m 7 500 n.t. n.t. n.t.
19 NBAE.1 m 28 1000 unauff. n.t. n.t.
19 NBAE.2 m 28 1000 unauff. n.t. n.t.
19 NBAE.3 W 28 1000 unauff. n.t. n.t.
19 NBAE.4 W 28 1000 unauff. n.t. n.t.
19 NBAE.5 W 28 1000 unauff. n.t. n.t.
0.Mutter W 105 n.i. n.t. n.t. 160
11.Mutter W 270 n.i. n.t. n.t. 640

Abkirzungen: m = mannlich, w = weiblich, auff. = auffalliges Verhalten wie Ataxie, Schiefhaltung und
ahnliches, unauff. = unauffallig, g.A. = gestértes Allgemeinbefinden, n.t. = nicht getestet, n.i. =

nicht infiziert (Sentinels)
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4.2 Neuropathologie

Bei der HE- und KV (Nissl)-Farbung wurde jeweils der gesamte Schnitt untersucht und Auf-
falligkeiten festgehalten. Insbesondere wurde auf Gefél3veranderungen, Infiltrate, zell-
morphol ogische Auffalligkeiten und Zelldichte (speziell die der Purkinje-Zellen im Kleinhirn
verglichen mit den Kontrolltieren) geachtet.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Veranderungen, die aufgrund der Aufbereitung des Gewebes entstanden sind oder tétungsbe-
dingt (injizierte Gefal3e, kleine Blutungen) auftreten, wurden vernachl&ssigt und in der
Tabelle nicht aufgefihrt.
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Tabelle 2: Befundeder HE- und KV-Farbung

Tier Befunde, Auffélligkeiten, Vollstandigkeit der Schnitte
Kontrolltiere
BDV neg Ko4Wo | 0.b.B.
- Bofehlt
BDV neg Ko6Wo | 0.b.B.
BDV neg Ko8Wo | 0.b.B.
- Bofehlt
LewisNL —1 0.b.B.
LewisNL —2 0.b.B.
LewisNL —3 0.b.B.
LewisNL —4 0.b.B.
NBAE-infizierte Tiere
ONBAE.1 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- Bofehlt
ONBAE.2 - Purkinje-Zelldichte vermindert
O0NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert
ONBAE.4 - Purkinje-Zelldichte vermindert
O NBAE.6 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- KH nicht ganz vollstandig erhalten
VI NBAE.1 - etwas schrége Schnittebene, HC nicht angeschnitten
- Purkinje-Zellschicht nicht beurteilbar
VI NBAE.2 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- 2 kleine rundkernige geféf3assoziierte Zellinfiltrate nasal desHC
VI NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert
VI NBAE.4 0.b.B.
VII NBAE.1 - Purkinje-Zelldichte vermindert
VII NBAE.2 0.b.B.
VII NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert
VII NBAE.4 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- Mehrere rundkernige gefél3assoziierte Zellinfiltrate in allen Regionen auf3er SH und
KH
VII NBAE.5 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- Bofehit
VIl NBAE.6 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- HC nicht beurteilbar
VII NBAE.7 - Purkinje-Zellschicht nicht beurteilbar
- kleine rundkernige gefal3assoziierte Zdlinfiltrate im gesamten Gehirn auRer KH
- HC nicht vorhanden
VIII NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert
VIII NBAE.7 - Purkinje-Zelldichte vermindert
IX NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- kleine Zellansammlung nasal des HC im Randbereich
IX NBAE.4 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- zwischen Molekular- und Kdrnerschicht des KH vermehrt kleine chromatinarme
Zellen
X NBAE.1 0.b.B
X NBAE.4 - Purkinje-Zelldichte vermindert
- kleine rundkernige geféRassoziierte Zellinfiltrate in Bo, Cortex und MH
11 NBAE.1 - vom Bo ist nur das Stratum fibrosum vorhanden

- dem Alter entsprechend sind im KH die Schichten noch nicht vollsténdig ausgebildet
- HC nicht vorhanden
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Tabelle 2 (Fortsetzung)

Tier Befunde, Auffélligkeiten, Vollstandigkeit der Schnitte
11 NBAE.11 - Purkinje-Zelldichte vermindert
12 NBAE.1 - dem Alter des Tieres entsprechend sind die Schichten des KH noch nicht vollsténdig
ausgebildet
19NBAE.1 - kleine rundkernige gefé3assoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn aul3er KH
19 NBAE.2 - vereinzelt kleine geféf3assoziierte Zdlinfiltrate in Cortex und SH
19 NBAE.3 - kleine rundkernige geféRassoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn
19 NBAE.4 - kleine rundkernige gefélRassoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn

- schrége Schnittebene: Bo fehlt; MH und SH nur teilweise vorhanden; Cortex, HC, Cc
beider Gehirnhélften angeschnitten

19 NBAE.5 - kleine rundkernige gefél3assoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn aulRer KH
Mitter und Sentinels
0.Mu - mehrere kleine rundkernige geféf3assoziierte Zellinfiltrate im Cortex
11.Mu - kleine rundkernige geféRassoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn aul3er KH
VII1.8 0.b.B.
VII1.9 0.b.B.
X.5 0.b.B.

Abkirzungen: 0.b.B. = ohne besonderen Befund, Bo = Bulbus olfactorius, HC = Hippocampus, SH =
Stammhirn, KH = Kleinhirn, MH = Mittelhirn, Cc = Corpus callosum

Alle Kontrolltiere waren frel von Auffélligkeiten.
In der Gruppe der NBAE-infizierten Ratten wiesen neun der 30 Tiere rundkernige Zellin-
filtrate auf (Abb. 3A, Seite 61). Davon hatten zwei Ratten (Tiere aus der Gruppe 19) Infiltrate
inalen Areden, drel (zwel Tiere aus der Gruppe 19 und VII NBAE.7) in allen Arealen aul3er
im Kleinhirn, Tier VII NBAE.4 Uberall auf3er in Stammhirn und Kleinhirn, Tier X NBAE.4
im Bulbus olfactorius, Cortex und Mittelhirn und Tier VI NBAE.2 im Hippocampus. Bei dem
Tier IX NBAE.3 wurde nasal des Hippocampus eine Zellansammlung beobachtet, die sich
allerdings im Randbereich befand und nicht klar alsim Gewebe befindliches Infiltrat ange-
sprochen werden konnte.
Bei 18 der 30 Tiere war die Purkinje-Zellzahl im Kleinhirn vermindert (Abb. 3D).
Bel der Ratte mit der Nummer IX NBAE.4 fielen kleine Zellen mit runden chromatinarmen
Kernen auf, die sich im Kleinhirn im Bereich der Purkinje-Zellschicht befanden.
Alledrel Sentinels blieben ohne besonderen Befund.
Beide Multtertiere hatten eine unveranderte Purkinje-Zellzahl (Abb. 3C), aber Infiltrate im
Cortex, bzw. im gesamten Gehirn auf3er im Kleinhirn.
Zusétzlich ist in Abbildung 3B das Kleinhirn eines Kontrolltieres mit unverénderter Purkinje-
Zellzahl dargestellt.
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Abbildung 3: Infiltrateim Cortex und Purkinje-Zelldichte im Kleinhirn

A: mononukledre gefédRassoziierte I nfiltrateim Cortex der 110 Tage alten NBAE-infizierten RatteVII NBAE.7
mit Entzindung (HE, VergroRerung x75)

B: unveranderte Purkinje-Zelldichte (Pfeile) bei einem Kontrolltier (Lewis NL-1; KV, VergréRerung X75)

C: unveranderte Purkinje-Zelldichte (Pfeile) bei dem BDV-positiven Muttertier 0.Mu (KV, VergroRerung x160)

D: deutlich verminderte Purkinje-Zelldichte (Pfeile) bei dem NBAE-infizierten 110 Tage alten Tier VI NBAE.2
ohnelnfiltrate (KV, VergroRerung x100)
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4.3 Infektionsausbreitung

Bei dieser immunhistochemischen Farbung wurde das p38-Protein des BD-Virus nachge-
wiesen.

Zur Auswertung wurden je genannter Region bel 400-facher Vergroferung in zwel bis drei
reprasentativen Gesichtsfeldern die gesamten und die p38-positiven Zellen (Zytoplasma
und/oder Nukleus) ausgezéhlt und aus dem Mittelwert der prozentuale Anteil infizierter
Zéellen an der Gesamtzellzahl ermittelt. Dateilweise grof3e Unterschiede zwischen den
Ergebnissen fur die einzelnen Schichten des Bulbus olfactorius und des Kleinhirns sowie der
Neuronenschicht und den sonstigen Zellen des Hippocampus bestanden, wurden diese ge-
trennt beurteilt. Die Ergebnisse in [%] sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Bei den Kontrollratten wurde die Immunhistochemie mit dem Anti-p38-Antikorper ebenfalls
durchgefuhrt und war bei allen Tieren negativ. Diese Tiere sind daher in Tabelle 3 nicht
mitaufgefuhrt.
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Tabelle 3: BDV-p38
Anteil der infizierten Zellen an der Gesamtzellzahl der entsprechenden Hirnregion [%]
Bulbus olfactorius § Hippoc. c | e Kleinhirn
. L _a <>f> TR = E - |
Tier b ol e ele g 5¢l = | @ £ 1= .- 5 )
585585 488 5| 2|22 :E 2| E |« 25 2|35
“elos|2E|3=2 BE[ O 5 |58|5 8| = 5 E:a'géﬁiig
5385258 ElgEl |o|gm e Z|B| " €% ¢
NBAE-infizierte Tiere
ONBAE.1 nv.|nv. | nv. nv. nv.| 25| 10|45 | 20| 30| 10| 10 | 27 | 17 | 12
ONBAE.2 <1 | 1 2 [ <1 | <2l 25|13 ] 27| 15] 8 5 |18 |4 | 10] 7
ONBAE.3 3|1 7 8 7 1| 28| 5|5 | 5]17] 18] 8 | 4| 8 | 10
ONBAE 4 3|5 3| 5124 ]| 3|5 | 15]25] 4]|2]3]3]| 35
ONBAE.6 10 | 13| 5 | 3 | 15| 55|48 |70 25| 4] 40| 20| 16| 15| 25
VI NBAE.1 0/ 0] O 1 1 | 2]15]60|10] 12| 8] 8| 5|10 3
VI NBAE.2 0 | 2] 3|5 3] 23] 2|8 ] 10] 4]2 1| 3]2] 5
VI NBAE.3 0 |<1|[<1] 0 1 |15 <14 | 5]3]10] 2 3 10 2
VI NBAE.4 ocoJo|o|J]o|]o|J]o]J]ol]o|]o]J]o|J]o]Jo]o|]oO]oO
VII NBAE.1 5| 6 5 | 5 712 ]| 7 |nv.nv.| 3| 20] 15[ 15| 60| 5
VII NBAE.2 0 |<t|<t|1|<«t|l<xa]J]oJo]Jo]J]o]Jo]Jo]o|oOo]oO
VII NBAE.3 5 10| 7 |12 15| 25| 20| 65| 10| 35| 40| 5| 40| 20 | 20
VII NBAE.4 5 202030 | 2|3]|]10|5)|5|10|3]5]3]|2]5
VII NBAE.5 nv. | nv.|nv. nv. nv.|] 40| 30] 70 | 30| 15| 20| 35 | 15 | 50 | 10
VII NBAE.6 10| 15| 5 | 20| 25| 30| 10|65 15|]10]15] 25| 5 [10]| 5
VII NBAE.7 <1 | 7 3 [ 3|3 25| 1]8]|4]| 3]1]°5 1| 4 1
VIII NBAE.3 2 | 4| 5 2 | 10|l 65| 30|60 25| 25| 15| 5| 10] 15| 30
VIII NBAE.7 1] 5 3 2 | 5| 2| 15|86 | 50|30|3]10] 4]10] 5
IX NBAE.3 1] 6 5 | 8| 10]|]5|3]|60] 4|25 5] 6] 15| 5 5
IX NBAE.4 1| 5 3 [na| 12| 3|3 |73 |33]| 2|2 | 7 | 50| 4
X NBAE.1 ocoJo|o|J]o|]o|J]o]J]ol]o|]o]o|J]o]J]o]o]|]oO]oO
X NBAE.4 20| 8 | 4| 5 |[12|3]| 2|43 10] 2| 1532|100 2] 4
11 NBAE.1 oJo|o|Jo]J]o|Jo]J]ofnvu|nvw]1]|]<1]l]0O0o]O]|]O]oO
11 NBAE.11 na| 2 |nalna|na|3|10]|75|37]2| 5] 4] 2 |3]| 6
12 NBAE.1 ocoJo|o|J]o|]o|J]o]J]ol]o|]o]o|J]o]J]o]o]|]oO]oO
19 NBAE.1 3|5 5 [nv.|nv.] 60| 35 |nv. | nv.|] 40| 45| 48| 9 | 35| 20
19 NBAE.2 1 12| 8 |[nv. nv.] 27|55 ]|65| 15| 38| 2| 25] 4| 25| 3
19 NBAE.3 nv.| 12 | 12 | 5 | 25| 42 | 33| 75| 25| 23| 26| 30 | 4 | 33| 20
19 NBAE.4 ocoJo|o|J]o|]o|J]o]J]ol]o|]o]o|J]o]J]o]o]|]oO]oO
19 NBAE.5 nv.| 8 6 | 12| 5] 20| 3| 52| 10|37] 18] 3] 4] 7 2
MUtter und Sentinels
0.Mu <1 | 1] 41| 5|3]|30]|]10]10]6][23]3]o0]3 1
11.Mu ocoJoj]o|Jo]J]o]Jo]J]olJo]J]o]J]o]Jo]lo]oOo]oO]oO
VII.8 ocoJoj]o|Jo]o]Jo]J]oJo]J]o]J]o]Jo]lo]oOo]|]oO]oO
VII.9 ocoJoj]o|Jo]o]Jo]J]oJo]J]o]J]o]Jo]lo]oOo]oOo]oO
X.5 ocoJoj]ojJo]J]o]Jo]JofJo]J]o]J]o]Jo]J]o]o]o]oO

Abkurzungen: Str. = Stratum, ext. = externum, cal. = callosum, Hippoc. = Hippocampus, exkl. Pyramid. = Zellen

des HC ohne die Pyramidenzellen, n.v. = nicht vorhanden, n.a. = nicht auswertbar
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In fast allen Regionen, in denen eine Anfarbung festzustellen war, gab es sowohl Zellen, bei
denen entweder nur der Zellkern oder das Zytoplasma, als auch Zellen, bel denen beide Zell-
kompartimente angeférbt waren (Abb. 4A,C, Seite 66).

Rundkernige Zellen um Infiltrate waren nicht anfarbbar (Abb. 4C).

Insgesamt | &sst sich sagen, dass das BDV p38-Protein in den Gehirnen infizierter Tiere weit
verbreitet ist (Abb. 4A-D). Nahezu alle BDV-positiven Tiere wiesen angefarbte Zellen in allen
Regionen auf. Bei zwei Tieren (VII NBAE.2 und 11 NBAE.1) zeigten sich nur vereinzelte
angefarbte Zellen in Bulbus olfactorius und nasalem Cortex, bzw. Mittelhirn (insgesamt circa
35 angefarbte Zellen) und Stammhirn (insgesamt circa 4 angeféarbte Zellen) (Abb. 4E, F) und
vier Tiere hatten BDV p38-negative Schichten im Bulbus olfactorius. Nur eines der nicht
experimentell infizierten Tiere war in der Immunhistochemie positiv, ndmlich das Muttertier
0.Mu, wenn auch mit vergleichsweise niedrigem Antell infizierter Zellen und ungleich-
mafdiger Verteilung dieser (Abb. 4D). Das zweite Muttertier 11.Mu und die vier Sentinels
wiesen keine angefarbten Zellen auf. Auf3erdem zeigten vier der 30 NBAE-infizierten Ratten
trotz experimenteller NBAE-Infektion (je ein Tier das mit Dosis 200, 400, 500 und 1000
infiziert wurde) keine angeféarbten Zellen in der p38-lmmunhistochemie.

Eine besonders hohe Prozentzahl angeféarbter Zellen fand sich in der Purkinje-Zellschicht des
Kleinhirns (bis 60%) und in der Pyramidenzellschicht des Hippocampus (bis 85%), aber auch
im Cortex kamen teilweise Werte bis 65% vor.

In den Schichten des Kleinhirns gab es grof3e Schwankungen zwischen den Tieren. So wurde
bei einigen Tieren in der Purkinje-Zellschicht der hochste Anteil innerhalb des Kleinhirns
erreicht, bel anderen waren dort aber auch weniger Zellen betroffen alsin den anderen
Schichten. In der Molekularschicht waren in vielen Féllen nur 1-10 % betroffen, teilweise
aber auch bis zu 40% und mehr alsin den anderen Schichten bei diesen Tieren. Ahnliche
Verteilungsmuster ergaben sich bel der Beurteilung des Kleinhirnmarks und der Kornerzell-
schicht.

Im Bulbus olfactorius war der Anteil an positiven Zellen in allen Schichten eher gering (Abb.
4B), nur bel zwei Tieren (VII NBAE.4 und VII NBAE.7), die im Bulbus olfactorius auch
rundkernige Infiltrate aufwiesen, wurden Anteile von tber 25% erreicht.

Bei sieben Tieren (0 NBAE.1, 0 NBAE.2, VII NBAE.5, IX NBAE.4, 11 NBAE.11, 0.Mu, 19
NBAE.1) war die Verteilung angeféarbter Zellen in Cortex, Stammhirn und/oder Kleinhirn-
mark nicht fokal, aber nasodorsal, peripher, dorsal, ventral oder zentral fand sich ein grol3erer

oder geringerer Anteil angefarbter Zellen.
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Tier X NBAE.4 zeigte im Stammhirn, Tier 19 NBAE.3 in der Molekularschicht des Klein-

hirns und Tier 0.Mu im Cortex eine auffallend ungleichmaliige Verteilung angeférbter Zellen
(Abb. 4D).

Bei vier Tieren (VI NBAE.3, VII NBAE.5, VII NBAE.6, 0.Mu) waren einige positive Zellen
in der Kornerschicht des Kleinhirns auffallig, die morphologisch den Purkinjezellen ahnelten
und bel den Ubrigen Tieren nicht zu finden waren.
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Abbildung 4: I nfektionsausbr eitung

A: zahlreiche p38-positive Zellen (braun) im Cortex von Tier 0 NBAE.1 (VergrofRerung x125)

B:infizierte Zellen (braun) im Bulbusolfactoriusvon Tier VI NBAE.2 (VergroRerung Xx75)

C: p38-positive Zellen (braun) im Cortex von Tier VII NBAE.7 (VergroRerung x125)

D: typisch ungleichmaRige Verteilung infizierter Zellen bei einem adult infizierten Tier (0.Mu; VergroRerung x16)

E: einzelne p38-positive Zellen (Pfeile) im Cortex desneugeboren infizierten Tieres VI NBAE.2
(VergroBerung x125)

F: einzelne p38-positive Zellen (Pfeile) im Stammhirn des neugeboren infizierten Tieres 11 NBAE.1
(VergréRerung x100)
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4.4 Nachweisvon |mmunzellen

4.4.1 Lymphozyten (CD45-positiv)
Dieser Antikorper erkennt das Ratten CD45RC, die hochmolekulare Form des leucocyte
common antigen (LCA). Dieses Antigen befindet sich auf B-Zellen, circa 50% der Knochen-

markszellen, allen CD8-positiven T-Zellen und teilt die CD4-positiven T-Zellen in zwei
Populationen, CD4+cpasRc " (Thi-like) und CD4CD4SRC™ (Th2-like).

Die immunhistochemische Farbung mit dem Anti-CD45-Antikorper wurde bei allen Tieren
durchgefhrt.

Bei sdmtlichen Schnitten fanden sich vereinzelt positive Zellen mit typischer Lymphozyten-
morphologie aul3erhalb des Gehirngewebes im Bereich der Meningen.

Dadies auch bei gesunden Ratten normal ist und bei allen Tieren inklusive der Kontrolltiere
der Fall war, wird das Vorhandensein solcher Zellen bei der Beschreibung der Ergebnisse
nicht erwahnt, diente aber bei jedem einzelnen Schnitt als Bestétigung fir das Gelingen der
Farbung.

Bei einigen Gehirnen, auch bei den Kontrolltieren, waren ganz vereinzelt positive Zellenin
den AulRenbereichen des Gehirnparenchyms zu sehen. Méglicherweise stellt dies lediglich
eine Folge der Bearbeitung der Schnitte dar, bei dem sich kleine Gewebeteile oder einzelne
Zellen, die sich auf¥erhalb des Parenchyms befanden, bei bestimmten Arbeitsschritten Gber
das eigentliche Gehirngewebe legen oder es handelt sich dabel um patrouillierende Lympho-
zyten. Diese wurden nicht als Befund gewertet, wenn insgesamt weniger als funf angefarbte
Zellen im Gewebe detektiert wurden.

Bei der Auswertung der Farbung wurde insbesondere auf folgende Punkte geachtet:

- deutliche Erhdhung der positiven Zellen in den Meningen (Abb. 5A, Seite 71)

- positive Zellen im Hirngewebe, nicht gefal3assoziiert (Abb. 5A, C)

- positive Zellen gefél3assoziiert (Infiltrate) (Abb. 5C, D)

- prozentualer Anteil positiver Zellen an der Gesamtzellzahl gefal3assoziierter Infiltrate
(durch Auszahlen der Zellkerne)

Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.
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Tabelle 4: Befunde der CD45-Immunhistochemie (L ymphozyten)

Tier Ergebnisse der CD45-Féarbung

Kontrolltiere

BDV neg Ko4Wo | - 0.b.B.

BDV neg Ko6 Wo | - 0.b.B.

BDV neg Ko8Wo | - 0.b.B.

LewisNL -1 - 0.b.B.
LewisNL —2 - 0.b.B.
LewisNL —3 - 0.b.B.
LewisNL — 4 - 0.b.B.
NBAE-infizierte Tiere
O0NBAE.1 - 0.b.B.
ONBAE.2 - stark erhthte Anzahl positiver Zellen in den Meningen
ONBAE.3 - ganz vereinzelt positive, nicht erkennbar gefé3assoziierte Zellen diffusim
Hirnparenchym
ONBAE4 - 0.b.B.
0 NBAE.6 - 0.b.B.
VI NBAE.1 - 0.b.B.
VI NBAE.2 - in HC und Cc ganz vereinzelt positive, nicht erkennbar gefél3assoziierte Zellenim
Hirnparenchym
VI NBAE.3 - 0.b.B.
VI NBAE.4 - 0.b.B.
VII NBAE.1 - 0.b.B.
VII NBAE.2 - 0.b.B.
VII NBAE.3 - 0.b.B.
VII NBAE.4 - einzelne positive, nicht erkennbar gefél3assoziierte positive Zellen (10) diffusim
Parenchym des HC

- positive Zellen in gefél3assoziierten Infiltraten; dabel waren je ausgezdhltem Infiltrat
(insgesamt 10, davon 6 im Cortex,1im Cc, 1im HC, 2im MH) 2,5-40 % der Zellen
CD45-positiv, Gesamtanteil aller ausgezahlten Infiltrate: 18,7 % (301/1610)

VII NBAE.5 - 0.b.B.

VII NBAE.6 - 0.b.B.

VII NBAE.7 - zahlreiche positive, nicht erkennbar gefal3assoziierte Zellen diffusim Gewebe,
besondersim HC

- positive Zellen in gefél3assoziierten Infiltraten, dabei waren in 19 ausgezéhlten
Infiltraten (davon 2 im Bo, 5im Cortex, 7 ventral des HC und Cc, 2im MH, 3im SH)
16,7-81,8 % der Zellen CD45-positiv, Gesamtanteil aller ausgezahlten Infiltrate: 59,5 %

(843/1417)
VIII NBAE.3 - 0.b.B.
VIII NBAE.7 - leicht erhthte Anzahl positiver Zellen in den Meningen
IX NBAE.3 - stark erhthte Anzahl positiver Zellen in den Meningen
- nasal des HC im Randbereich fokal einige positive Zellen
IX NBAE.4 - 0.b.B.
X NBAE.1 - 0.b.B.
X NBAE.4 - wenige positive Zellen (5) im Bo
11 NBAE.1 - 0.b.B.
11 NBAE.11 - 0.b.B.
12 NBAE.1 - 0.b.B.
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Tabelle 4 (Fortsetzung)

Tier

Ergebnisse der CD45-Farbung

19NBAE.1

- stark erhthte Anzahl positiver Zellen in den Meningen

- positive Zellen in gefél3assoziierten Infiltraten, dabei waren in 10 ausgezéhlten
Infiltraten (davon 7 im Cortex, 1im Cc, 2im MH) 0-75 % der Zellen CD45-positiv,
Gesamtanteil aller ausgezéhlten Infiltrate: 46,9 % (61/130)

19 NBAE.2

- leicht erhdhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen
- ein Infiltrat im Cortex mit 21,54 % (14/65) positiven Zellen
- Teile des Cortex, Cc und HC nicht auswertbar

19 NBAE.3

- leicht erhdhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen

- im gesamten Hirnparenchym diffus einige positive Zellen im Gewebe

- positive Zellen in gefél3assoziierten Infiltraten, dabei waren in 12 ausgezéhlten
Infiltraten (davon 8 im Cortex, 2 im MH, 2 im SH) 23,1-50 % der Zellen CD45-positiv,
Gesamtantell aller ausgezéhlten Infiltrate: 33,14 % (56/169)

19 NBAE.4

- 0.b.B.

19 NBAE.S

- stark erhthte Anzahl positiver Zellen in den Meningen

- im gesamten Hirnparenchym aufer im KH diffus einige positive Zellen im Gewebe

- positive Zellen in gefél3assoziierten Infiltraten, dabei waren in 14 ausgezéhlten
Infiltraten (davon 2 im Bo, 7 im Cortex, 1 im HC, 1 ventral desHC, 1im MH, 2im SH)
16,41-68,42 % der Zellen CD45-positiv, Gesamtanteil aller ausgezdhlten Infiltrate:
28,7 % (262/913)

M utter und Sentinels

0.Mu

- stark erhthte Anzahl positiver Zellen in den Meningen

- positive Zellen in gefél3assoziierten Infiltraten, dabei waren in 9 ausgezéhlten Infiltraten
(davon 1im Bo, 1 im Cortex, 3im MH, 1 nasal desHC, 3im SH) 11-39 % der Zellen
CDA45- positiv, Gesamtanteil aller ausgezahlten Infiltrate: 23,86 % (126/528)

11.Mu

- im gesamten Hirnparenchym diffus einige positive Zellen im Gewebe

- positive Zellen in gefal3assoziierten Infiltraten, dabei waren je ausgezahltem Infiltrat
(insgesamt 7, davon 4 im Bo, 2 im Cc im Cortex, 1 im MH) 10-45 % der Zellen CD45-
positiv, Gesamtanteil aller ausgezéhlten Infiltrate: 37,9 % (163/430)

VII.8

- 0.h.B.

VII.9

- 0.h.B.

X.5

- 0.h.B.

Abkirzungen: 0.b.B. = ohne besonderen Befund, HC = Hippocampus, Cc = Corpus callosum, MH = Mittelhirn,
Bo = Bulbus olfactorius, SH = Stammhirn, KH = Kleinhirn

Morphologisch stellen sich positive Zellen als rund bisoval mit grof3em rundem Kern und

wenig Zytoplasma dar, das sich durch die immunhistochemische Farbung braun féarbte (Abb.

5, Seite 71).

Alle Kontrolltiere waren frei von angefarbten Zellen im Gewebe.

Sieben der 30 NBAE-infizierten Tieren wiesen vermehrt angeférbte Zellen in den Meningen

auf (Abb. 5A), vier Ratten zeigten mit dem CD45-Antikorper reagierende Zellen diffusim

Gewebe verteilt, funf Tiere einzelne angeférbte Zellen in einem oder mehreren Arealen und
sieben Tiere wiesen CD45-positive gefaliassoziierte Zellinfiltrate (Abb. 5C, D) auf. Dabel

waren bei finf Tieren entweder nur vermehrt in den Meningen oder vereinzelt im Gewebe
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positive Zellen, bei einem in den Meningen vermehrt und im Gewebe vereinzelte Zellen in
einzelnen Arealen. Bel einem Tier waren in den Meningen vermehrt positive Zellen und In-
filtrate im Parenchym. Bei funf Ratten waren sowohl in geféRassoziierten Infiltraten als auch
diffusim Gewebe angeférbte Zellen zu finden.

Der Anteil von CD45-reaktiven Zellen an der Gesamtzahl der Zellen der Infiltrate schwankte
relativ stark von Infiltraten ohne CD45-reaktive Zellen bis 88,9 % und lag bel den einzelnen
Tieren im Schnitt zwischen 18,7-67,6 %. Nur in einem kleinen Infiltrat wurden keinerlei
CD45-positive Zellen detektiert, ansonsten waren in allen gefél3assoziierten
Zellansammlungen positive Zellen zu finden.

Beide Multtertiere wiesen zahlreiche Infiltrate mit einem méfdigem Anteil an CD45-positiven
Zellen auf. Die 0.Mu hatte auf3erdem eine erhhte Zahl positiver Zellen in den Meningen,
11.Mu positive Zellen diffus im gesamten Gehirnparenchym.

Alledrei Sentinels zeigten in dieser Immunhistochemie keine Anférbung.
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Abbildung 5: Immunreaktion (Lymphozyten, CD45-lmmunhistochemie)
A: vermehrt angeférbteZellen in den Meningen desNBAE-infizierten Tieres 19 NBAE.5 (VergroRerung x150)

B: Keine Erhohung der angefarbten Zellen in den Meningen von Tier VII NBAE.1; Areal ohne CD45" Zellen

dargestellt (VergroRerung x160)
C: angefarbteZellen diffusim Gewebe und in Infiltratenim Mittelhirn von Tier VII NBAE.7 (Vergrof3erung

x85)
D: kleine Infiltratemit angef &rbten Zellen und einzelne angef arbteZellen im Gewebe im Cortex von Tier

19 NBAE.1 (VergrofRerung x135)
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4.4.2 Lymphozyten (CD8-positiv)

Der hier verwendete Antikorper MCA48R erkennt das Ratten CD8 alpha Zell oberflachen-
antigen, das von einer Subpopulation von T-Lymphozyten, den meisten Thymozyten und der
Mehrzahl der NK Zellen exprimiert wird.

Daalle Zellen, die mit diesem Antikorper reagieren auch in der Immunhistochemie mit dem
Anti-CD45-Antikorper angefarbt werden, sind bei Tieren, bei denen keine erhdhte Anzahl
von CD45-reaktiven Zellen gefunden wurde, keine vermehrt CD8-reaktiven Zellen zu erwar-
ten. Daher wurde die CD8-Immunhistochemie nur in den Fallen durchgefihrt, bei denen bei
der CD45-Farbung vermehrt Entziindungszellen gefunden wurden.

Die Bewertung erfolgte anhand derselben Gesichtspunkte wie bei der CD45-Immunhisto-
chemie.

Auch bel dieser Immunhistochemie waren bei alen Tieren sehr vereinzelt positive Zellen in

den Meningen zu finden. Dieswurde in Tabelle 5 nicht a's besonderer Befund aufgeftihrt.
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Tabelle 5: Befunde der CD8-Immunhistochemie

Tier Ergebnisse der CD8-Férbung
NBAE-infizierte Tiere
0NBAE.2 - 0.b.B.
0NBAE.3 - 0.b.B.
VI NBAE.2 - 0.b.B.
VII NBAE.4 - in 7 ausgezahlten Infiltraten waren 0,4-11,54 % der Zellen positiv, Gesamtanteil aller
ausgezahlten Infiltrate: 3,25% (40/1230)
VII NBAE.7 - einzelne positive, nicht erkennbar geféllassoziierte positive Zellen im HC
- in einem ausgezahlten Infiltrat im SH waren 16,7 % (20/120) der Zellen positiv
VIII NBAE.7 - geringgradig erhdhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen
IX NBAE.3 - geringgradig erhdhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen
X NBAE.4 - 0.b.B.
19NBAE.1 - geringgradig erhdhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen
- Zellen in gefélassoziierten Zellinfiltraten CD8-negativ
19 NBAE.2 - 0.b.B.
19 NBAE.3 - 0.b.B.
19 NBAE.5 - leicht erhohte Anzahl positiver Zellen in den Meningen

- Zellen in gefélRassoziierten Zdlinfiltraten CD8-negativ

M Utter und Sentinels

0.Mu - Erhéhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen
- einzelne positive Zellen im Parenchym, besondersim HC und Bo
- in 7 ausgezahiten Infiltraten waren 0-33,3 % der
Zéllen positiv, Gesamtanteil aller ausgezahlten Infiltrate: 9,93 % (15/151)

11.Mu - einzelne positive, nicht erkennbar gefél3assoziierte positive Zellen, vor allem im Bo und
nasoventral im Cortex

- in 3 ausgezahlten Infiltraten waren 4,5-30 % der Zellen positiv, Gesamtanteil aller
ausgezahlten Infiltrate: 10,7 % (33/310)

Abkirzungen: 0.b.B. = ohne besonderen Befund, HC = Hippocampus, SH = Stammhirn, Bo = Bulbus
olfactorius, MH = Mittelhirn

Die Morphologie der positiven Zellen entsprach der der CD45-positiven Zellen, angefarbt
wurde das Zytoplasma (Abb. 6A, B, Seite 74)

Bei den NBAE-infizierten Tieren ergab sich folgendes Bild:

Bei 4 Tieren (0 NBAE.2, 0 NBAE.3, VI NBAE.2, X NBAE.4), die keine Infiltrate aufwiesen,
aber vermehrt CD45-reaktive Zellen in den Meningen und/oder vereinzelt im Parenchym
zeigten, wurden nicht vermehrt angeférbte Zellen gefunden. Bel zwei solcher Tiere lediglich
eine erhdhte Anzahl CD8-positiver Zellen in den Meningen (Abb. 6B).

Bei zwei Tieren mit Infiltraten (V1| NBAE.4 und VII NBAE.7) wurden auch in vier, bzw.
einem Infiltrat CD8-positive Zellen detektiert (bis 16,7%) (Abb. 6A), bel letzterem fanden

sich auch vereinzelt positive Zellen im Parenchym.
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Bei den Tieren der Gruppe 19 mit Infiltraten waren die Zellen der Infiltrate komplett CD8-
negativ, in drei dieser Falle waren in den Meningen vermehrt CD8-positive Zellen zu finden.
In den beiden Gehirnen der Muttertiere waren 0-33 % der Zellen der Infiltrate CD8-positiv,
insgesamt in beiden Fallen circa 10 %. Bei dem Tier, das vermehrt CD45-positive Zellen
aulRerhalb des Gehirngewebes zeigte, waren dort auch vermehrt CD8-positive Zellen zu fin-
den, bei dem anderen Muttertier waren wie auch in der CD45-1mmunhistochemie vermehrt

angefarbte Zellen im Parenchym, besonders im Bulbus olfactorius und Cortex.

Es konnten trotz mehrerer verwendeter CD4-Antikérper der Firma Serotec und verschiedener
Protokolle keine auswertbaren Ergebnisse einer CD4-1mmunhistochemie bei dem zur Verfi-
gung stehenden Gewebe erzielt werden. Da die Verteilung der CD8-positiven Zellen jedoch
der in der Literatur fir BDV-infizierte Ratten beschriebenen entspricht, ist nicht anzunehmen,

dass es Abweichungen bei der Verteilung der CD4-positiven Zellen gibt.

11

Abbildung 6: Immunreaktion (L ymphozyten, CD8-Immunhistochemie)

A: CD8-positive Zellen (Pfeile) im Infiltratim Stammhirn einesNBAE-infizierten Tieres mit Entziindung
(VII NBAE.7; VergroRerung x150)

B: Vermehrt angeférbte Zellen (Pfeile) in der Meninx von Tier I X NBAE.3 (VergréRerung x150)
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4.4.3 Mikroglia/Makrophagen (ED1)

Der hier verwendete Antikorper MCA341R erkennt ein 110 kDa grof3es Glykoprotein, das
Uberwiegend auf der lysosomalen Membran von Myeloidzellen exprimiert wird. Das Antigen
wird von der Mehrzahl der Gewebsmakrophagen und schwach von peripheren Blutgranul o-

zyten exprimiert. ED1 gilt als das Rattenhomol og zum menschlichen CDG68.
In jeder Gehirnregion (siehe Abbildung 2, Seite 54) wurden die ED1-reaktiven Zellen gezéahlt
und in folgende drel Grade (+ bis +++) eingeteilt. Gezdhlt wurden ausschliefdlich Zellen mit

eindeutig erkennbarem Zellleib und/oder Zellkern.

Gradeinteilung:

+ : weniger als 10 positive Zellen pro Gesichtsfeld
++ : 10 bis 50 positive Zellen pro Gesichtsfeld
+++ mehr als 50 positive Zellen pro Gesichtsfeld

Eine besonders ungleichmaliige Verteillung innerhalb einer Region wird in der Tabelle mit
einer von-his-Angabe (Beispiel: +-++) deutlich gemacht.

Bel fokaler (fk) Verteilung der ED1-reaktiven Zellen innerhalb einer Gehirnregion erfolgte
die Gradeinteilung sowohl auf3erhalb als auch innerhalb des Fokus (Beispidl: +/fk++), auch
wenn zwar eine fokale Verteilung zu erkennen war, aber die Unterschiede weniger als einen
Grad betrugen ( Beispiel: +/fk+).

Andere Auffalligkeiten der Farbung sind mit hochgestellten Ziffern, bzw. Ful3noten in Tabelle
6 aufgefuhrt.
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Tabelle 6: Befunde der ED1-lmmunhistochemie (Mikroglia/M akrophagen)

Gradeinteilung: + = unter 10 Zellen pro Gesichtsfeld, ++ = 10— 50 Zellen pro
Gesichtsfeld, +++ = mehr a's 50 Zellen pro Gesichtsfeld

, Corpus Hippo- Mittel- Stamm- Klein-
LGS llaue g callosum | campus hirn hirn hirn
Kontrolltiere
BDV neg Ko 4 Wo + + + + + + +
BDV neg Ko 6 Wo + + + + + + +
BDV neg Ko 8 Wo + + + + + + +
LewisNL —1 + + + + + + +
LewisNL —2 + + + + + + +
LewisNL —3 + + + + + + +
LewisNL —4 + + + + + + +
BDV-negative Tiere
VI NBAE4 + + + + + + +
V1.8 + + + + + + +
VII.9 + + + + + + +
X NBAE.1 + + + + + + +
X.5 + + + + + + +
12 NBAE.1 + + + + + +/fk+ +/fk+
19 NBAE.4 + + + + + + +
BDV-positive NBAE-Tiere
ONBAE.1 n.v. + + +/fk++ + + +
ONBAE.2 + +/fk++ ++/fk++ + + + ++/fk++
ONBAE.3 + + ++ + + + +
ONBAE.4 +-++ + ++ + + + +
O NBAE.6 +/fk++ + ++ ++ ++ +/fk++ +
VI NBAE.1 + + ++ n.v. + + +
VI NBAE.2 + + ++ +/fk++ ++ +-++ +/Mat+
VI NBAE.3 ++ ++/fk++ ++ +++ ++ ++ +/fk++
VII NBAE.1 + + + n.v. + + +Mat+
VII NBAE.2 + + + + + + +
VII NBAE.3 + +-++/fk++ ++ HEK+H+-+++ + + +fk++
VII NBAE.5 n.v. +/fk++ + ++ ++ + +/Mat++
VII NBAE.6 ++ ++-+++ ++ n.v. ++ + +/Mat++
VIII NBAE.3 + + ++ + +-++ + +-++
VIII NBAE.7 ++ ++ ++ ++ ++ + +
IX NBAE.3 + ++ ++ n.a + +-++ +/Mat++
IX NBAE.4 + + + nv. + +fk++ +-++
X NBAE.4 ++ ++-+++ +++ n.v. ++ ++ +Hk++-+++
11 NBAE.1 + +* + nv.’ + + +Mart++
11 NBAE.11 + + ++ + + + +-++
Tieremit CD45-positiven Infiltraten
0.Mu +-++ e e I LG e I +/fk++
VII NBAE.4 +++ +-+++ ++ +++ ++ +-+++ +Mat+
VII NBAE.7 k. | kA | R +++ Hik++4+2 | Ak +
11.Mu ++-+++ ++ ++-+++ +++ n.a +/fk++ +
19 NBAE.1 + + +++ n.v. + + +k+
19 NBAE.2 + + ++ +-++ + + +
19 NBAE.3 + +-++ +++ ++ + + +-++
19 NBAE.5 +t++ +fk++ + + + + +
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Tabelle 6 (Fortsetzung)

Abkirzungen: n.v. = nicht vorhanden, n.a. = nicht auswertbar, Ma = im Kleinhirnmark, fk = fokal

Fufnoten: 1: im Bereich der Meninx saumartig mehr positive Zellen
2: Foci besonders im Bereich von gefal3assoziierten Zellinfiltraten
3: aulBerhalb des Hirngewebes im Bereich der Meningen positive runde bis ovale Zellen ohne
Auslaufer mit rundem Kern
4: HC nicht vorhanden, aber ventral des Cc: ++
5: im Bereich von gefél3assoziierten Zdllinfiltraten positive runde bis ovale Zellen ohne Ausléufer mit
rundem Kern

Soweit nicht anders angegeben, wiesen die angefarbten Zellen eine stabformige oder ovale
Form des Zellleibes mit mehr oder weniger ausgepragten Auslaufern auf und einen kleinen
runden bis ovalen Kern (Abb. 7A, C, Seite 78). Im Bereich der Meningen auf3erhalb des Hirn-
parenchyms und in gefal3assoziierten Zellinfiltraten fanden sich bei zwei Tieren auch lympho-
zytenahnliche kleine runde bis ovale Zellen mit grof3em Kern und wenig Zytoplasma, die sich
in der Immunhistochemie anfarbten.

AulZer kleinen Ungleichméidigkeiten im Kleinhirn bel zwel Tieren, waren bei den Kontroll-
tieren, bei den negativen Tieren und bei einem BDV-positiven Tier (VII NBAE.2) kaum an-
gefarbte Zellen im Gehirn vorhanden. In der Regel wurden hier in alen Regionen weniger as
drei positive Zellen pro Gesichtsfeld detektiert (Abb. 7B).

Bei den BDV-positiven NBAE-Tieren, die keine Entztindung aufwiesen, war eine Erhéhung
der Mikroglia/lMakrophagen im allgemeinen weniger ausgepragt (Abb. 7A) alsbel den Tieren
mit Infiltraten (Abb. 7C, D). Auch war die Verteilung gleichméal3iger und nur in einzelnen
Aredlen fokal. Bei den Tieren mit Entziindung waren die Foci meist gefél3assoziiert (Abb.
7D).

Bei vielen Rattengehirnen war innerhalb des Kleinhirns vor allem das Mark betroffen,
wahrend die anderen Schichten keine oder eine geringe Erhdhung angefarbter Zellen zeigten.
Bel besonders vielen Tieren war eine leichte, bei den Tieren mit Infiltraten auch eine starke
Mikrogliose im Corpus callosum festzustellen.

Eine besonders starke Reaktion konnte nur bei zwei der BDV-positiven NBAE-Tiere ohne
Infiltrate im Corpus callosum, bzw. im Hippocampus beobachtet werden. Bei den Tieren mit
Entziindung gab es mehrere Falle mit besonders deutlicher Erhéhung der anfarbbaren Zellen,
bei einem auch im Bulbus olfactorius und bei zahlreichen Tieren im Bereich der
Foci/Infiltrate (Abb. 7D).
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Abbildung 7: Immunr eaktion (Makrophagen/Mikroglia)

A: mittelgradige fokale Erhtéhung ED1-positiver Zellen im Hippocampus(O NBAE.1; VergrofRerung X75)

B: geringe ED1-Expression im Hippocampusund Cortex bei einem Kontrolltier (heg 8Wo; VergréfRerung x75)

C: starke Erhtéhung ED1-exprimierender Zellen im Hippocampuseinesneugeboren infizierten Tieres mit
Entzindung(VIl NBAE.4; VergroRerung x85)

D: stark erhthte Expression von ED1 im Bereich von Infiltratenim Mittelhirn eines neugeboren infizierten
Tieres mit Entziindung(VII NBAE.7; VergroRerung x50)
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45 Zdll- und Gewebsreaktionen

451 Asdtroglia

Als Marker fur Astrogliawurden die Intermediarfilamente GFAP und Vimentin verwendet.
Wahrend GFAP fast ausschliefdlich von reifen und vermehrt von reaktiven Astrozyten
exprimiert wird, kommt Vimentin bel unreifen und reaktiven Astrozyten sowie in Endothel-
zellen vor und beide Filamente werden vermutlich in einer Reifungsphase koexprimert (Galou
et al., 1996; Pixley und de Vellis, 1984; Tapscott et al., 1981).

45.1.1 Reife Astrozyten

Bei gleichméaldiger Verteilung der GFAP-positiven Zellen innerhalb einer Lokalisation
wurden die GFAP-positiven Zellen (Astrozyten) gezéhlt und in folgende Grade (+ bis +++)
eingeteilt. Dabel wurden ausschliefdlich Zellen mit eindeutig erkennbarem Zellleib und
Zellkern gewertet.

Gradeinteilung:

+ : weniger als 7 Zellen pro Gesichtsfeld
++ 7 — 20 Zellen pro Gesichtsfeld
+++ mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld

Eine besonders ungleichmailige Verteilung wird in der Tabelle mit einer von-bis-Angabe
(Beispidl: +-++) deutlich gemacht.

Im Bulbus olfactorius war die Expression von GFAP bei betroffenen Tieren nicht in allen
Schichten erhoht. In der Regel waren das Stratum filare und das Stratum plexiforme externum
nicht wesentlich betroffen, die Hochregulierung aber im Stratum glomerulosum und im
Stratum granulosum internum deutlich.

Andere Auffalligkeiten der Farbung sind mit hochgestellten Ziffern, bzw. Ful3noten in Tabelle
7 aufgefuhrt.
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Tabelle 7: GFAP-exprimierende Zellen

Gradeinteilung: + = unter 7 Zellen pro Gesichtsfeld, ++ = 7— 20 Zellen pro
Gesichtsfeld, +++ = mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld

Tier Bulbus | Cortex: Corpus | Hippo- Ml_ttel- Sta_mm KH KH | KH
callosum | campus’ | hirn -hirn Mark | Kérn. | Rest
Kontrolltiere
BDV neg Ko 4 Wo + + + +-++ + + +-++ + +
BDV neg Ko 6 Wo + + n.a +-++ n.a + P + T
BDV neg Ko 8 Wo n.v. + + +-++ + + +-++ + +
LewisNL —1 + + + +-++ + + e+ + +
LewisNL —2 + + + +-++ + + + + +
LewisNL — 3 n.v. + + + + + -+ + +
LewisNL —4 + +/++ + +-++ + + o+ + T
BDV-negative Tiere
VI NBAE.4 + +++ ++ +++ + o+ ottt ++ +
VI1I.8 +-+++ +++ +++ +++ ++ n.v. ++ Fott | A+t
VIIL9 + +/++ ++ +++ + o+ ++ + +
X NBAE.1 +-++ +/++ +4+-+++ ++ + ++ T+ T+ ++
X.5 + + +-++ + + + +-++ + +
12 NBAE.1 + + + + + + + + +
19 NBAE.4 n.v. + + + n.v. n.v. + + +
BDV-positive NBAE-Tiere
ONBAE.1 n.v. +H++ + -+ S + + ++ + +
ONBAE.2 +-++ +/+++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +
ONBAE.3 + ++++ +++ ++ ++ ++ ++ T+ +
ONBAE.4 +-++ +-+++ ++ ++ ++ ++ +-++ +-++ | -4+
O NBAE.6 +-++ ++/+++ +++ ++/+++ +++ ++ e o o S I S
VI NBAE.1 +-++ +/++ ++ ++ + +++ ++ bt | 1t
VI NBAE.2 +-++ [+ ++ +++ ettt | A+ +H+ ++ ++
VI NBAE.3 ++ + [+++ +++ ++ n.v. ++ Ftttt | A+ |
VII NBAE.1 +-++ ++/+++ +++ +++ ++ ++-+++ +++ ++ ++
VIlI NBAE.2 +-++ +/++ ++ ++ + -4+ Fatt 4+ +
VII NBAE.3 +-+++ +/+++ +++ +++ +++ +++ ++-+++ ++ +
VII NBAE.5 n.v. ++/+++ +++ ++/+++ ++ ++-+++ +++ ++ ++
VII NBAE.6 +-+++ +/+++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ +
VIII NBAE.3 +-++ +++ ++ ++ + + o+ T+ T
VIII NBAE.7 + +H/+++ +++ ++ ++ ++ T+ T+ T
IX NBAE.3 + +++ ++ + + + P + +
IX NBAE.4 +-++ ++/+++ +++ ++ +-++ ++ +H-+++ | -+ | -+
X NBAE.4 +-++ ++++ +++ n.v. ++ -ttt +++ ++ +
11 NBAE.1 + + +-++ nv. + + + + +
11 NBAE.11 + +++ +++ +H+++ +-++ ++ T i r——
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten
0.Mu + + + ++ + + + + +
VII NBAE.4 +-+++ ++/+++ +++ +++ ++ ++-+++ +++ ++ ++
VII NBAE.7 +-+++ ++/+++ ++-+++ +++ + ++ ++ +-++ | -+
11.Mu + + +-++ ++ + + +-++ + +
19 NBAE.1 + + +-++ nv. + + -+ + +
19 NBAE.2 + +/++ ++ ++ + + -4+ + +
19 NBAE.3 + +++ ++ -+ + ot - + +
19 NBAE.5 + +/++ ++ ++/+++ + + -+ + +
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Tabelle 7 (Fortsetzung)

Abkirzungen: Koérn. = Kérnerschicht, Rest = Purkinjezell- und Molekularschicht, n.a. = nicht auswertbar, n.v.
nicht vorhanden
FuRnoten: 1: die Angabe nach dem Schrégstrich steht fir das Areal dorsal und/oder caudal des Corpus
callosum, in dem oft eine besonders starke Expression zu finden war
2: die Angabe nach dem Schréagstrich steht fir das Areal in der Mitte des sagittalen
Hippocampusanschnitts, in dem oft eine besonders starke Expression zu finden war
3: ein Focus mit erhdhter GFAP-Expression

Die positiven Zellen wiesen eine sternférmige Morphol ogie mit mehr oder weniger ausge-
pragten Auslaufern auf, bei denen das Zytoplasma braun angeférbt war (Abb. 8A, E, Seite 82).
Die Kontrolltiere und drei der BDV-negativen Tiere zeigten kaum angeféarbte Zellen in allen
Arealen (Abb. 8B, D, F), etwas mehr GFAP-exprimierende Zellen (teilweise mehr als sieben
angeféarbte Zellen pro Gesichtsfeld) waren hier nur im Hippocampus und im Kleinhirnmark,
bei Tier 19 NBAE.4 auch im Cortex zu finden.

Die Ubrigen vier der sieben BDV-negativen Tiere zeigten eine mittelgradig erhohte Zahl
GFAP-positiver Zellen, nur in zwei Arealen eines Tieres (V11.8) wurde eine starke Erhohung
festgestellt.

In der Gruppe der experimentell infizierten BDV-positiven NBAE-Ratten zeigte ein Tier (11
NBAE.1) nur im Corpus callosum eine geringgradige Erhéhung positiver Zellen, zwolf Tiere
zeigten eine starke Expression mit durchschnittlich mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld in
mehr als zwel der bewerteten Areale und acht Tiere eine mittelgradige Erhdhung positiver
Zellen (Abb. 8A, C, E).

Gebiete, in denen sich besonders haufig eine starke Expression von GFAP zeigte, waren der
Cortex, inshesondere im ventralen Bereich, das Kleinhirnmark, das Corpus callosum und der
Hippocampus. Im Stammhirn waren die Schwankungen zwischen den Tieren grof3er, in den
tbrigen Schichten des Kleinhirns wurden in keinem Fall mehr als durchschnittlich 50 Zellen
pro Gesichtsfeld erreicht.

Unter den Tieren mit Infiltraten wies ein Tier (0.Mu) nicht mehr GFAP-positive Zellen auf als
die Kontrolltiere. Nur zwei Tiere (VII NBAE.4 und VII NBAE.7) zeigten eine starke
Expression mit durchschnittlich mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld in mehr as zwei der be-
werteten Areale. Bei funf Ratten war im Gehirn eine gering- bis mittelgradige Erhéhung
GFAP-reaktiver Zellen zu beobachten. Auch hier waren besonders der ventrale Cortex, das

Corpus callosum, der Hippocampus und das Kleinhirnmark betroffen.
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C D
Corpus

Corpus callosum
callosum

Abbildung 8: Gewebsr eakion (GFAP-Immunhistochemie)

A: mittelgradige Erhdhung GFAP-positiver Zellen im Kleinhirn des neugeboren infizierten Tieres VII NBAE.1
(VergroRRerung x60)

B: nur vereinzelt GFAP-positive Zellen im Kleinhirn eines Kontrolltieres (Lewis NL-2; Vergrof3erung x60)

C: hochgradige Erhdhung der GFAP-Expression im Corpus callosum und Hippocampusdesneugeboren
infizierten Tieres VII NBAE.3 (Vergrofierung x60)

D: geringe GFAP-Expression im Corpuscallosum eines K ontrolltieres (Lewis NL-1; Vergrof3erung x 60)

E: typische Morphologie aktivierter Astrozyten im Stammbhirn desneugeboren infizierten Tieres VII NBAE.3
(VergréRRerung x100)

F: keine vermehrte GFAP-Expression im Stammbhirn eines Kontrolltieres (Lewis NL-2; VergroRerung x115)
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45.1.2 Unreife und reaktive Astrozyten und Endothelzellen

DaVimentin auch von Endothelzellen exprimiert wird, werden die GefalZendothelien und
Ventrikelauskleidungen mit dem Anti-Vimentin-Antikorper angefarbt. Diese wurden bei der
Auswertung nicht berticksichtigt.

Bei gleichmaldiger Vertellung der Vimentin-positiven Zellen innerhalb einer Lokalisation
wurden die Vimentin-positiven Zellen in drei reprasentativen Gesichtsfeldern bei 400facher
VergrofRerung gezahlt, der Mittelwert bestimmt und in folgende Grade (+ bis +++) eingeteilt.
Dabei wurden ausschliefdlich Zellen mit eindeutig erkennbarem Zellleib und Zellkern ge-
wertet.

Gradeinteilung:

+ : weniger als 8 Zellen pro Gesichtsfeld
o 8 _ 20 Zellen pro Gesichtsfeld
+++ mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld oder wenn das Neuropil in diesem Areal

komplett braungeféarbt ist und einzelne Zellen nicht eindeutig abzugrenzen sind

Eine besonders ungleichmailige Verteilung wird in der Tabelle mit einer von-bis-Angabe
(Beispiel: +-++) deutlich gemacht.

Im Bulbus olfactorius war eine erhthte Expression vor allem im Stratum granulosum
internum festzustellen, wahrend die &uf3eren Schichten nicht oder kaum betroffen waren.
Andere Auffélligkeiten der Farbung sind mit hochgestellten Ziffern, bzw. Ful3noten in Tabelle
8 aufgefihrt.
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Tabelle 8: Vimentin-exprimierende Zellen

Gradeinteilung: + = unter 8 Zellen pro Gesichtsfeld, ++ = 8— 20 Zellen pro
Gesichtsfeld, +++ = mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld

: : Kleinhirn
Tier Bulbus | Cortex' Cg;lpl)us ':;rr:]po; Mh'.ttel' Stﬁ_mm
. P. Irn -nirn Mark Rest
Kontrolltiere
BDV neg Ko 4 Wo + + + + + + +-t++ +
BDV neg Ko 6 Wo + + n.a + n.a + T4+ T
BDV neg Ko 8 Wo + + + + + + +-++ +
LewisNL -1 + + + + + + . T
LewisNL —2 + + + + + + . T
LewisNL — 3 n.v. + + + + + o+ +
LewisNL —4 + +/++ + + + + +-++ +
BDV-negative Tiere
VI NBAE4 +-++ +/++ ++ + + + ++ +
VIl.8 U +++ ++ + + n.v. +-++ +
VI1.9 + + +-++ + + + +-4+ +
X NBAE.1 +-++ + ++ + + + 4t +
X.5 + + n.v. n.v. + + +-++ +
12 NBAE.1 n.v. + + + + + + +
19 NBAE4 n.v. + + + n.v. n.v. +-++ +
BDV-positive NBAE-Tiere
ONBAE.1 n.v. +/++ +++ ++++ + + -+ +
0NBAE.2 +-++ +++ +++ +/++ + + -+ o+
ONBAE.3 +-++ + ++ + + + +++ +
ONBAE.4 + +/++ ++ +-++ + + -t +
ONBAE.6 +-++ +++ ++ +++ + + o+ +
VI NBAE.1 +-++ ++ +++ n.v. + + et o+
VI NBAE.2 +-+++ ++/+++ +++ +++ + + +++ +-++
VI NBAE.3 +-++ ++/+++ +++ +++ + + +++ +-++
VII NBAE.1 + ++/+++ +++ +++ + + ++-++4+ +
VII NBAE.2 + + ++ + + + R T
VII NBAE.3 +-++ +/+++ +++ ++/+++ + + ++ +
VIlI NBAE.5 n.v. +++ +++ ++++ + + -4+ +-++
VIl NBAE.6 +-+++ +/++ +++ ++++ + + +-++ +
VIII NBAE.3 + + +-++ + + + +++ +
VIII NBAE.7 + +/++ +++ ++++ + + +-++ +
IX NBAE.3 +-++ + ++ + + + 4+ +
IX NBAE.4 + ++ ++ n.v. + + 4+ +
X NBAEA4 + ++ ++ ++ + + ++ +
11NBAE.1 + + + n.v. + + F— +++
11 NBAE.11 + +/++ ++ n.v. + + -4+ +
Tieremit CD45-positiven Infiltraten
0. Mu . o4 ++ 4+ + o4 R +
VII NBAE.4 Fottt | At +++ o+ + +° 4+ o+
VII NBAE.7 Fa—— ++° FRra—— 4+ + +° ++ +
11.Mu + ++ ++ n.v. + 46 R +
19 NBAE.1 + +/++ ++ n.v. + + T+ +
19 NBAE.2 + +++ ++ ++ + + o+ +
19 NBAE.3 + +/++ ++ ++ + + 4+ +
19 NBAE.5 + + ++ + + + R T
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Tabelle 8 (Fortsetzung)

Abkirzungen: call. = callosum, Hippocamp. = Hippocampus, Rest = Kérnerzell-, Pukinjezell- und
Molekularschicht des KH, n.a. = nicht auswertbar, n.v. = nicht vorhanden
Fulnoten: 1: die Angabe nach dem Schrégstrich steht fir das Areal dorsal und/oder caudal des Corpus
callosum, in dem oft eine besonders starke Expression zu finden war
2: die Angabe nach dem Schrégstrich steht fir das Areal in der Mitte des sagittalen
Hippocampusanschnitts, in dem oft eine besonders starke Expression zu finden war
3: streifenférmiger Focus
4: nur das Stratum filare vorhanden
5: Foci in gefél3assoziierten Infiltraten, auch runde bis ovale Zellen ohne Auslaufer
6: in Stammhirn ein zellrei ches gefélassoziiertes Infiltrat mit wenigen runden bis ovalen Zellen ohne
Auslaufer

Zellen, die in der Immunhistochemie eine Anférbung zeigten, wiesen eine sternférmige Mor-
phologie mit mehr oder weniger ausgepragten Auslaufern auf (Abb. 9A, C, E, Seite 87). Bel
funf der Tiere mit Infiltraten kamen in gefé3assoziierten Zellansammlungen auch Zellen mit
lymphozytentypischer Morphologie vor.

Bei den Kontrolltieren und drei der BDV-negativen Tiere zeigten sich in keinem Areal aul3er
im Kleinhirnmark mehr als 8 positive Zellen pro Gesichtsfeld (Abb. 9B, D, F). Nur bel Tier
19 NBAE.4 war (wie schon bei der GFAP-Immunhistochemie) eine leichte Erhéhung
Vimentin-positiver Zellen im Cortex zu erkennen.

Bei den Ubrigen vier der BDV-negativen NBAE-Tiere war die Vimentin-Expression ver-
glichen mit den Kontrolltieren im Bulbus olfactorius, ventral im Cortex und /oder im Corpus
callosum leicht erhoht.

Unter den BDV-positiven NBAE-Ratten zeigte sich in sechs Féllen eine leichte Erhéhung der
Zahl Vimentin-exprimierender Zellen in ein oder zwei Arealen. Bei vier Tieren wurde eine
mal3ige Erhéhung mit mehr als zwei betroffenen Arealen detektiert und bei zehn Tieren war
eine stark vermehrte Anzahl positiver Zellen mit mehr as zwei betroffenen Arealen und
starker Expression in mehr als einem Areal festzustellen.

Bei den Tieren mit Infiltraten gab es zwei Falle mit leichter Erhdhung in weniger as drei
Arealen, drel Ratten mit mehr as zwei Arealen mit mittelgradiger Erhéhung angeférbter
Zellen und drei Félle mit besonders vielen Vimentin-positiven Zellen, also mehr als durch-
schnittlich 20 positive Zellen in mehr als einem Gehirnabschnitt.

Bel drei der Tiere mit Infiltraten wurden im Cortex und im Stammhirn gefél3assoziierte Foci
Vimentin-positiver Zellen detektiert, meist zusétzlich mit Zellen, die morphologisch Lympho-

zyten @hnelten. Bel einem Tier (11.Mu) war nur en solcher Focus im Stammhirn vorhanden.

85



Ergebnisse

In keinem Fall waren im Mittelhirn mehr als durchschnittlich acht Zellen pro Gesichtsfeld zu
finden, nur bei einem Tier wurde abgesehen von gefél3assoziierten Foci eine leichte Erhdhung
positiver Zellen im Stammhirn beobachtet. Die meist betroffenen Gebiete waren der Cortex,
insbesondere im Bereich des Cingulums, das Corpus callosum und der Hippocampus. Im
Kleinhirnmark war in einigen Féllen eine vermehrte Anzahl positiver Zellenim Verhéltnis zu
den Kontrolltieren, besonders bei den BDV-positiven Tieren zu finden. Der Bulbus
olfactorius und die Ubrigen Kleinhirnschichten zeigten nur in einigen Fallen vermehrt ange-

farbte Zellen.
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C Corpus D Cortex
callosum

Cortex Corpus callosum

Abbildung 9: Gewebsreakion (Vimentin-lmmunhistochemie)

A: Erhdhung Vimentin-positiver Zellen im Kleinhirn des neugeboren infizierten Tieres VII NBAE.3
(VergroRRerung x60)

B: Kleinhirn eines Kontrolltieres (neg 4Wo) in der Vimentin-lmmunhistochemie (VergréfRerung x60)

C: starke Erhdhung der Vimentin-Expresson im Cortex und Corpus callosum des neugeboren infizierten Tieres
VIl NBAE.3 (VergroRerung x60)

D: Corpuscallosum und Cortex eines Kontrolltieres (Lewis NL-2; VergrofRerung x60)

E: aktivierte, Vimentin-positive Astrozyten im Corpuscallosum eines Tieres mit leichter Entzindung
(19 NBAE-1; VergroRerung x100)

F: Corpus callosum und Cortex eines Kontrolltieres in der Vimentin-lmmunhistochemie (Lewis NL-2;
Vergrofierung x100)
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45.2 Neuronen
Der verwendete Antikorper markiert die 70 kDa und 200 kDa grof3en Polypeptide des Neuro-
filaments. Neurofilament wird im Gehirn ausschlief3lich von Neuronen exprimiert und gilt

daher als spezifischer Marker fr diesen Zelltyp.

Dabel der Darstellung des Neurofilaments Fasern angefarbt werden, von denen das gesamte
Neuropil mehr oder weniger durchzogen ist, und daher einzelne exprimierende Zellen nicht
ausgemacht werden kénnen (Abb. 10, Seite 91) und aul3erdem die Intensitét der Farbung
variiert, war eine vergleichende oder quantitative Auswertung der Neurofilament-Expression
nicht moglich.

Insgesamt | &sst sich sagen, dass sich keine deutlichen Unterschiede in der Expression des
Neurofilaments in den verschiedenen Arealen des Gehirns feststellen lassen (Abb. 10).
Allerdingsfielen bel der Auswertung einiger Schnitte der NBAE-infizierten Tiere circa zell-
kerngrofl3e runde deutlich braune Anféarbungen auf, die bei den Kontrolltieren und den BDV -
negativen Tieren nicht vorkamen und als Axonschwellungen angesprochen werden konnten
(Abb. 10B, C, Pfeile). Diese traten bei den betroffenen Tieren vermehrt im Cortex, Corpus
callosum und Hippocampus und ganz vereinzelt in Mittelhirn und Stammhirn auf.

Die je Schnitt in den angegebenen Regionen quer angeschnittenen geschwollenen Axone

sowie sonstige Auffélligkeiten werden in Tabelle 9 aufgefihrt.
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Tabelle 9: Neurofilament-exprimierende Zellen

Anzahl der quer angeschnittenen geschwollenen Axone in drei Gehirnregionen

Tier Cortex | Corpusc. | Hippoc. Anmerkungen

Kontrolltiere

BDV neg Ko 4 Wo 0 0 0

BDV neg Ko 6 Wo 0 0 0

BDV neg Ko 8 Wo 0 0 0

LewisNL —1 0 0 0

LewisNL —2 0 0 0

LewisNL —3 0 0 0

LewisNL —4 0 0 0

BDV-negative Tiere

VI NBAE.4 0 0 0

VI1.8 n.a 0 n.v.

VII.9 0 0 0

X NBAE.1 0 0 0

X.5 0 0 0

12 NBAE.1 0 0 0

19 NBAE.4 0 0 0
BDV-positive NBAE-Tiere

0NBAE.1 0 0 0

Teilweise handelt es sich um ange-
schnittene Zellen mit angeschnittenem
ONBAE.2 6 2 0 Kern mit Neuronenmorphologie, bei
denen das Zytoplasma geschwollen
scheint und dunkelbraun angeférbt ist

ONBAE.3

ONBAE4

O NBAE.6

VI NBAE.1

>

VI NBAE.2

VI NBAE.3

>

VII NBAE.1

VII NBAE.2

VII NBAE.3

VII NBAE.S5

VIl NBAE.6

VIII NBAE.3

VIII NBAE.7
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IX NBAE.3
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X NBAEA4 15
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11 NBAE.1 0

11 NBAE.11 n.a 0 1

Tieremit CD45-positiven Infiltraten

Teilweise handelt es sich um ange-
schnittene Zellen mit angeschnittenem
0. Mu 17 0 6 Kern mit Neuronenmorphologie, bei
denen das Zytoplasma geschwollen
scheint und dunkelbraun angeférbt ist
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Tabelle 9 (Fortsetzung)

Tier Cortex | Corpusc. | Hippoc. Anmerkungen
Im Cortex befinden sich 10 der Axon-
VII NBAE.4 16 7 15 schwellungen in der N&he eines gefal3-
assoziierten Infiltrats
VII NBAE.7 1 0 0
11.Mu 2 0 0
19 NBAE.1 0 2 nv.
19 NBAE.2 0 0 0
19 NBAE.3 0 0 0
19 NBAE.5 2 0 0

Abkirzungen: c. = callosum, Hippoc. = Hippocampus, n.a. = nicht auswertbar, n.v. = nicht vorhanden

Von den 20 BDV-positiven NBAE-Tieren wurde bel funf der Tiere keine Axonschwellung

detektiert, wobel hier bei drei Tieren je eine Region nicht vorhanden oder nicht auswertbar

war. 15 Ratten wiesen in den Gehirnschnitten je 1-25 der geschwollenen Neurofilament-

positiven Axone auf, bel vier von diesen waren esin einem oder zwei Arealen mehr als zehn.

Bei funf Tieren traten diesein allen drei untersuchten Regionen auf, bel funf in zwei und

ebenfalls bei finf nur in einem Areal, wobei auch hier bel drei Tieren je eine Region fehlte

oder nicht auswertbar war. In allen positiven Féllen war der Cortex betroffen (einmal nicht

auswertbar).

Bei den Tieren mit Infiltraten waren zwei Tiere frei von Axonschwellungen in der Neuro-

filament-Immunhistochemie. In finf Fallen waren 1-28 Axonschwellungen zu detektieren.

Bei zwei Tieren (0.Mu und O NBAE.2) war aul3erdem das gesamte Zytoplasmavon Zellen

mit Neuronenmorphol ogie dunkelbraun gefarbt.

Tier VII NBAE.4 zeigte die meisten Axonschwellungen aller untersuchter Tiere und hatte,

was die Verteilung dieser angeht, auRerdem eine weitere Auffalligkeit. Im Cortex waren zehn

der gezahlten quergeschnittenen Axone fokal in direkter Nahe eines Geféaldes lokalisiert und

auch im Hippocampus waren einige der geschwollenen Fortsdtze eng beieinander, wahrend in

allen anderen Fallen die Axonschwellungen vereinzelt im Gewebe lokalisiert waren.
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Abbildung 10: Gewebsr eaktion (Neur ofilament-lmmunhistochemie)
A: Neurofilament-positive (braun) Neurone der Purkinje-Zellschicht (verminderte Zellzahl) im Kleinhirn
von Tier VII NBAE.1 (VergroRerung x75)

B:Axonschwellung (Pfeil) im Corpus callosum eines 4 Wochen alten Tieres mit leichter Entziindung
(19 NBAE-1; VergroRerung x100)

C: quer (horizontale Pfeile) undlangs (vertikaler Pfeil) angeschnittene geschwollene Axoneim Cortex von
Tier 0 NBAE.3 (VergréRRerung x100)

D: keine geschwollene Axone im Cortex eines Kontrolltieres (Lewis NL-2; Vergrof3erung x100)
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4.6 Vergleich mehrerer Farbungen in der Ubersicht

Um die Ergebnisse der verschiedene Farbungen besser vergleichen zu kénnen und eventuelle
Zusammenhénge zu erkennen, wurde fur die Regionen, in denen die stérksten Veranderungen
festgestellt wurden, Cortex und Hippocampus, jeweils eine Tabelle erstellt, in der sieben
Parameter in einer Ubersicht dargestellt sind.

Aul¥erdem sind in Tabelle 12 von allen Tieren die Ergebnisse der Farbungen im gesamten

Gehirn zusammengefasst.
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Tabelle 10: Ubersicht: Befundeim Cortex

Die Gradeinteilung bei ED1, GFAP und Vimentin entspricht der bei den jeweiligen
Ergebnidlisten angegebenen.

Entzindung Filamente
Tier BEV _In- In- | CD45+ AS
[%] | filtrate | filtrate | im ED1 GFAP | Vim.
(HE) | (CD45) | Gewebe (NF)
Kontrolltiere
BDV neg Ko 4 Wo 0 - - - + + + 0
BDV neg Ko 6 Wo 0 - - - + + + 0
BDV neg Ko 8 Wo 0 - - - + + + 0
LewisNL -1 0 - - - + + + 0
LewisNL —2 0 - - - + + + 0
LewisNL —3 0 - - - + ¥ n 0
LewisNL — 4 0 - - - + +/++ +/++ 0
BDV-negative Tiere
VI NBAE.4 0 - - - + +H++ 4+ 0
VII.8 0 - - - + +/++ +/++ n.a
VII.9 0 - - - + +/++ + 0
X NBAE.1 0 - - - + +++ ¥ 0
X5 O - - - =+ + + O
12 NBAE.1 0 - - - + T n 0
19 NBAE.4 0 + - - + T n 0
BDV-positive NBAE-Tiere
O0NBAE.1 25 - - - + +H++ +/++ 0
O0NBAE.2 25 - - - +Hik++ +/+++ +++ 6
O NBAE.3 28 - - + + ++++ + 11
ONBAE.4 40 - - - + R A+ 5
ONBAE.6 55 - - - + e+ H++ 23
VI NBAE.1 22 - - - + +/++ ++ 5
VI NBAE.2 23 - - - + [+ [+ 6
VI NBAE.3 15 - - - ++/fk++ + [+++ +4/+++ 2
VII NBAE.1 20 - - - + [+ [+ 4
VIl NBAE.2 <1 - - - + +H++ + 0
VIl NBAE.3 25 - - - +-++/fk++ +/+++ A+t 10
VII NBAE.5 40 - - - +Hik++ ++/+++ +/++ 5
VII NBAE.6 30 - - - -+ ++++ +++ 6
VIII NBAE.3 65 - - - + +++ + na
VIII NBAE.7 25 - - - ++ ++/+++ +/++ 6
IX NBAE.3 50 - - - ++ +/++ + 3
IX NBAE.4 35 - - - + o+ —+ 0
X NBAE4 38 + - - ++-+++ +H+++ ++ 15
11 NBAE.1 0 - - - + + + 0
11 NBAE.11 35 - - - + +/++ +/++ n.a
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten
0.Mu 35 + + - +-++/fk++ + o+ 17
VII NBAE.4 30 + + - ++-+++ ++/+++ ++-+++ 16
VII NBAE.7 25 + + + ++/fk+++ |+ ++ 1
11.Mu 0 + + + ++ + ++ 2
19 NBAE.1 60 + + - + + + 0
19 NBAE.2 27 + + - + +/++ +/++ 0
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Tabelle 10 (Fortsetzung)

19 NBAE.3

42

+-++

+/++

+/++

19 NBAE.S

20

+/fk++

+/++

+

Abkilrzungen: Vim. = Vimentin, AS = Axonschwellungen, NF = Neurofilament, fk = fokal, n.a. = nicht

auswertbar
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Tabelle 11: Ubersicht: Befunde im Hippocampus

Die Gradeinteilung bei ED1, GFAP und Vimentin entspricht der bei den
jewelligen Ergebnislisten angegebenen.

Entziindung Filamente
*
Tier BEO)V _In- In- CD45+ AS
[%] | filtrate | filtrate | im ED1 GFAP | Vim.
(HE) | (CD45) | Gewebe (NF)
Kontrolltiere
BDV neg Ko 4 Wo 0 - - - + +-++ + 0
BDV neg Ko 6 Wo 0 - - - + +-++ + 0
BDV neg Ko 8 Wo 0 - - - + -+t + 0
LewisNL —1 0 - - - + -+ + 0
LewisNL —2 0 - - - + -+ + 0
LewisNL —3 0 - - - + ¥ n 0
LewisNL —4 0 - - - + +-++ + 0
BDV-negative Tiere
Vl NBAE4 O - - - + +/++ + 0
VI I 8 O - - - + +++ + n.v.
VII.9 0 - - - + +H++ + 0
X NBAE.1 0 - - - + ++ + 0
X.5 0 - - - + + n.v. 0
12 NBAE.1 0 - - - + + + 0
19 NBAE.4 0 + - - + + ¥ 0
BDV-positive NBAE-infizierte Tiere
ONBAE.1 45 - - - +fk++ [+ A+ 0
ONBAE.2 27 - - - + ++ +/++ 0
O NBAE.3 50 - - + + ++ + 1
ONBAE.4 50 - - - + ++ +-++ 0
ONBAE.6 70 - - - ++ -+ +++ 1
VI NBAE.1 60 - - - n.v. ++ n.v. n.v.
VI NBAE.2 80 - - + +/fk++ +++ +++ 0
VI NBAE.3 45 - - - +++ ++ +++ n.v.
VIl NBAE.1 n.v. - - - n.v. +++ +++ 1
VIl NBAE.2 0 - - - + ++ + 0
VII NBAE.3 65 - - - Y e—— . P 0
VII NBAE.S 70 - - - ++ PR +4+++ 0
VII NBAE.6 65 - - - n.v. +++ ++++ 1
VIII NBAE.3 60 - - - + ++ ¥ 0
VIII NBAE.7 85 - - - ++ ++ ++++ 6
IX NBAE.3 60 - - - n.a + + 2
IX NBAEA4 78 - - - n.v. ++ n.v. n.v.
X NBAEA4 43 - - - n.v. n.v. ++ n.v.
11 NBAE.1 n.v. - - - n.v. n.v. n.v. n.v.
11 NBAE.11 75 - - - + ++++ n.v. 1
Tieremit CD45-positiven Infiltraten
0.Mu 10 - + - ++/fk+++ ++ +++ 6
VII NBAE.4 50 + + + +++ +++ +4-+++ 15
VII NBAE.7 80 nv. + + +++ +++ +++ 0
11.Mu 0 + + + +++ ++ n.v. 0
19 NBAE.1 n.v. + + - n.v. n.v. nv. n.v.
19 NBAE.2 65 - n.a n.a +-++ ++ ++ 0
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Tabelle 11 (Fortsetzung)

Entziindung Filamente
*
Tier BE?V In- In- CD45+ : AS
(%] filtrate | filtrate im ED1 GFAP Vim. NE
(HE) | (CD45) | Gewebe (NF)
19 NBAE.3 75 + + + ++ ++-+++ ++ 0
19 NBAE.5 52 + + + + ++/+++ + 0

Abkirzungen: Vim. = Vimentin, AS = Axonschwellungen, NF = Neurofilament, fk = fokal, n.a. = nicht

auswertbar, n.v. = nicht vorhanden

* = in der Pyramiden-Zellschicht

In Tabelle 12 wurden fr einige Farbungen Parameter erstellt, die die Ergebnisse aller unter-

suchten Hirnareale zusammenfassen. Im folgenden sind die Definitionen fur die in Tabelle 12

verwendeten Symbole und Abkirzungen aufgefuhrt:

Symptome:

++

+++

keine Verhaltensstérungen oder gestortes Allgemeinbefinden beobachtet
Verhaltensauffalligkeiten und/oder gestértes Allgemeinbefinden
wurden nicht untersucht

keine Immunrektion mit dem Anti-p38-Ak

nur vereinzelt positive Zellen in manchen Regionen

positive Zellen in allen Arealen und in vier oder weniger der Gehirnabschnitte
Mehr als 20 % (Bo nicht bewertet)

positive Zellen in allen Arealen und in mehr als vier der Gehirnabschnitte
mehr al's 20 % (Bo nicht bewertet)

in keinem Gehirnabschnitt erhdhte Zahl GFAP-positiver Zellen im Vergleich
zu den Kontrolltieren

Erhéhung der Zahl positiver Zellen oder Foci in mindestens einem Areal

Foci und/oder starke Erhéhung ED1-positiver Zellen in mehr als zwel Arealen

in keinem oder einem Gehirnabschnitt erhdhte Zahl GFAP-positiver Zellen
im Vergleich zu den Kontrolltieren

Zahl positiver Zellen ist in mehr als einem Areal erhoht und in weniger als
drei Abschnitten stark erhéht

Zahl positiver Zellenist in mehr as einem Areal erhoht und mehr als

zwei Abschnitt stark erhoht
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Vimentin:

+ : in keinem oder einem Gehirnabschnitt erhdhte Zahl Vimentin-positiver Zellen
im Vergleich zu den Kontrolltieren

++ : Zahl positiver Zellen ist in mehr als einem Areal erhoht und in weniger als
zwei Abschnitten stark erhoht

+++ Zahl positiver Zellenist in mehr as einem Areal erhoht und mehr als
einem Abschnitt stark erhoht

Axonschwellungen (AS) in der Neurofilament-lmmunhistochemie:

- : keine Axonschwellung in der Neurofilament-darstellenden Farbung gefunden
+ : Axonschwellungen in Cortex, Cc und /oder HC vorhanden

Purkinje-Zdlldichte:

- : keine deutliche Verminderung der Zelldichte
+ : deutlich weniger Purkinjezellen als bei den Kontrollen
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Tabelle 12: Gesamtubersicht aller Tiere Uber die Ergebnisse mehrerer Unter suchungen

i Alter .o | Symp- Vim- | AS
Tier [l Dosis tome BDV ED1 | GFAP - (NF) PC
Kontrolltiere
BDV neg Ko 4 Wo 28 - - 0 + + + R -
BDV neg Ko 6 Wo 42 - - 0 + + + - N
BDV neg Ko 8 Wo 56 - - 0 + + + - N
LewisNL -1 30 - - 0 + + + _ _
LewisNL — 2 30 - - 0 + + + _ _
LewisNL —3 30 - - 0 + + + _ _
LewisNL —4 30 - - 0 + + + B -
Negative Tiere
VI NBAE4 110 200 n.t. 0 + ++ ++ - -
V1.8 110 - n.t. 0 + +++ ++ - -
VIIL9 110 - n.t. 0 + ++ + - -
X NBAE.1 20 400 - 0 + ++ ++ - -
X.5 400 - n.t. 0 + + + - _
12 NBAE.1 7 500 n.t. 0 ++ + + - -
19 NBAE.4 28 1000 - 0 + + + - -
BDV-positive NBAE-infizierte Tiere
ONBAE.1 310 500 + ++ ++ ++ +++ - +
ONBAE.2 310 500 + ++ +++ ++ ++ + +
ONBAE.3 310 500 + ++ ++ ++ ++ + +
O0NBAE.4 690 500 - +++ ++ ++ ++ + +
ONBAE.6 310 500 + +++ ++ +++ ++ + +
VI NBAE.1 110 200 + ++ ++ ++ ++ + n.a
VI NBAE.2 110 200 - ++ ++ +++ +++ + +
VI NBAE.3 110 200 - ++ +++ +++ +++ + +
VII NBAE.1 110 200 - ++ ++ +++ +++ + +
VII NBAE.2 110 200 - + + ++ + - -
VII NBAE.3 110 200 - +++ +++ +++ +++ + +
VII NBAE.5 110 200 - +++ ++ +++ +++ + +
VII NBAE.6 110 200 + ++ ++ +++ +++ + +
VIII NBAE.3 450 400 - +++ ++ ++ + - +
VIII NBAE.7 90 400 + +++ ++ ++ +++ + +
IX NBAE.3 90 400 + +++ ++ ++ ++ + +
IX NBAE.4 740 400 + +++ ++ +++ ++ - +
X NBAE4 90 400 - ++ +++ +++ ++ + +
11 NBAE.1 11 500 n.t. + ++ + + - -
11 NBAE.11 640 500 + ++ ++ +++ ++ + +
Tieremit CD45-positiven Infiltraten
0.Mu 105 - n.t. ++ +++ + ++ + -
VII NBAE.4 110 200 + ++ +++ +++ +++ + +
VII NBAE.7 110 200 + ++ +++ +++ +++ + n.a
11.Mu 270 - n.t. 0 +++ ++ ++ + -
19 NBAE.1 28 1000 - +++ ++ + ++ + -
19 NBAE.2 28 1000 - +++ ++ ++ ++ - -
19 NBAE.3 28 1000 - +++ ++ ++ ++ - -
19 NBAE.5 28 1000 - ++ ++ ++ + + -

Abkurzungen: d = Tage, AS = Axonschwellungen, n.a. = nicht auswertbar, n.t. = nicht getestet
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der Infektion mit dem Borna Disease Virus auf das
Gehirn von neugeboren infizierten Ratten untersucht.

Das Virus mit den fir ein RNA-Virus untypischen Eigenschaften, dem besonders breiten
Wirtsspektrum und der grof3en Variabilitét des Krankheitsverlaufs wirft trotz seiner relativ
frihen Identifikation am Anfang des 20. Jahrhunderts immer noch zahlreiche Fragen bezlg-
lich Epidemiologie, Pathogenese und dem zoonotischen Potential auf. Untersuchungen an
infizierten Tieren sind nicht nur von Bedeutung, um die natiirliche Infektion besser zu ver-
stehen. Tiermodelle mit ihrem unterschiedlichen, aber reproduzierbaren Verlauf und den
pathol ogischen Veranderungen im Gehirn dienen haufig als Modell fir verschiedene men-
schliche Erkrankungen. So spielt die experimentelle Infektion von Nagern mit dem BDV hin-
sichtlich degenerativer, auf einer entziindlichen Reaktion basierender Erkrankungen eine
wichtige Rollein der Forschung.

Dabei ist die Infektion der Ratte das am besten dokumentierte Modell. Je nach Infektions-

zeitpunkt und damit dem Immunstatus der Tiere resultiert siein einer CD8-T-Zell-vermittel-
ten Meningoenzephalitis (immunkompetente Tiere) oder in einer persistierenden Infektion

ohne offensichtliche Entztindungsreaktion (immuninkompetente Tiere).

Fir die eigenen Untersuchungen standen Gehirne von Lewis Ratten aus dem Friedrich-
Loeffler-Institut in Tubingen zur Verfligung, die als Neugeborene aerogen infiziert wurden.
Diese Art der Infektion stellt nicht nur einen minimal invasiven Eingriff dar, sie dirfte auch
dem Weg der natirlichen Infektion von Pferden und Schafen entsprechen. Die Versuchstiere
wurden am Tage der Geburt innerhalb der ersten 18 Stunden infiziert und in verschiedenem
Alter zwischen sieben und 690 Tagen getétet. Zusétzlich standen die Gehirne von zwei

Muttertieren, Sentinels und Negativkontrollen verschiedenen Alters zur Verflgung.

Bisherige Untersuchungen von neugeboren infizierten Ratten wurden ausschliefdich bei intra-
zerebral infizierten Tieren durchgefuhrt. Hierbei ist zu berticksichtigen, dass durch dieintra-
zerebrale Injektion Noxen in zwelerlei Hinsicht gesetzt werden, deren Auswirkungen auf das
sich noch entwickelnde Gehirn Neugeborener kaum abgeschétzt werden kdnnen. Zum einen
ist die mechanische Schédigung durch die Injektionsnadel, zum anderen die Schéadigung

durch die Deposition des Injektionsvolumens zu beachten. Aus der Literatur (Lenzlinger et
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al., 2001; Oyesiku et al., 1999; Ray et al., 2002; Rice et al., 2003) ist bekannt, dass solche
traumatischen Eingriffe im Gehirninitial zu Veranderungen des zerebralen Metabolismus, der
Durchblutung und der lonen-Homaoostase fiihren und sekundér eine inflammatorische Ant-
wort und destruktive Prozesse verursachen sowie endogene Regenerationsprozesse in Gang
setzen.

Insofern sind Spétfolgen solcher Veranderungen und deren Einfluss unter der Bedingung
einer Infektion des Gehirngewebes kaum abzuschétzen. Die nun gewahlte Methode der
Aerosol-Infektion bietet die Mdglichkeit, die Infektion des Zentralnervensystems Neuge-
borener ohne jegliche mechanische Schadigung, die zu Gewebereaktionen und entztindlichen

Veranderungen einschliefdlich Zelinfiltration fihren kann, untersuchen zu kénnen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Infektion der mit der neuen Methode der aerogenen In-
fektion neugeboren infizierten Ratten ndher zu charakterisieren und mit den bekannten
Modellen und der natirlichen Infektion zu vergleichen. Daflr wurden an Paraffinschnitten
von Gehirnen NBAE-infizierter Ratten, Sentinels, M tter und Kontrolltiere Standard-und

immunhistochemische Farbungen mit verschiedenen Markern durchgefiihrt, um insbesondere

die Virusausbreitung und _verteilung, das Vorhandensein und Ausmal3 einer |mmunantwort

sowie zelluldre Reaktionen von Astrozyten und Neuronen zu untersuchen.

5.1 Virusausbreitung

VVon den 30 NBAE-infizierten Ratten wiesen 24 das Virusprotein p38 in alen untersuchten
Gehirnarealen auf, wobei bei drei Tieren die ul3eren Schichten des Bulbus olfactorius keine
positiven Zellen enthielten. Die BDV-positiven Tiere waren zwischen 28 und 310 Tage alt,
vier Tiere dter als ein Jahr. Die gleichmaidig diffuse Verteilung des Virusim Gehirn ist
typisch fur neugeboren infizierte Ratten. Weissenbock et al. (2000) beschreiben bei
intrazerebral infizierten Tieren eine Zunahme der Proteinverteilung zwischen der vierten und
sechsten Woche, jedoch konnte in eigenen Untersuchungen kein signifikanter Unterschied in
der Prozentzahl der BDV-positiven Zellen zwischen den vier Wochen alten und den Uber 15

Wochen alten Tieren festgestellt werden. Das konnte fir eine friihe Ausbreitung des Virusim
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Gehirn bel den aerogen infizierten Tieren sprechen, da bereits bei 4 Wochen alten Ratten das
Virusim gesamten Gehirn vorhanden ist.

Das sieben Tage alte Tier 12 NBAE.1 zeigte sich in der p38-Immunhistochemie frei von an-
gefarbten Zellen. Da es aul%er einer leichten, in diesem Zusammenhang eher zu vernach-
lassigenden Erhéhung ED1-positiver Zellen im Kleinhirn in den Untersuchungen keine Auf-
falligkeiten aufwies, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob bei diesem Tier die experi-
mentelle Infektion nicht angegangen und das Tier gesund war oder es zum T6tungszeitpunkt
noch zu keiner Virusproteinsynthese in infizierten Zellen gekommen war. Da bel den bishe-
rigen Infektionsmethoden Purkinjezellen ab Tag sieben infiziert werden (Bautista et al.,
1995), ist dieser Befund schwer einzuschétzen und es lassen sich bei diesem Einzelfall keine
Rickschliisse auf die Kinetik der Virusausbreitung ziehen.

Bel dem elf Tage alten Tier 11 NBAE.1 liel3 sich Virusprotein nur in wenigen Neuronen in
Mittel- und Stammhirn nachweisen. Das ist ungewdhnlich, dasich nach intrazerebraler In-
fektion in der Regel als erstes die Purkinjezellen im Kleinhirn, dann der Cortex und der
Hippocampus infiziert zeigen (Bautista et al., 1995). Naheliegend wére in der Anfangsphase
der Infektion bei der intranasalen Infektionsroute auch das V orhandensein von Virusprotein
im Bulbus olfactorius wie es bei der natiirlichen Infektion des Pferdes vorkommt. Leider
konnte bel Tier 11 NBAE.1 der Hippocampus nicht ausgewertet werden, es bleibt also offen,
ob dieser infizierte Zellen enthélt oder nicht. DaBDV direkten Zell-Zell-Kontakt zur Aus-
breitung bendtigt und die Verbreitung von BDV durch olfaktorische Neuronen zum
limbischen System in Ratten gezeigt werden konnte (Carbone et al., 1987; Moraleset al.,
1988), liegt es nahe, dass bei diesem 11 Tage alten Tier das Virus Uber olfaktorische
Neuronen zum Hippocampus gelangte und sich von dort weiter zum Mittel- und Stammhirn
ausbreitete. Warum im Bulbus olfactorius keine positiven Zellen detektiert wurden und
warum sich das Virus nicht wie erwartet vom limbischen System in den normalerweise am
Anfang der Infektion betroffenen Cortex weiterverbreitet hat, kann hier nicht beantwortet
werden. Mogliche Erklarungen sind, dass Zellen in diesen Regionen in einer noch friheren
Phase infiziert waren und das Protein dann eliminiert werden konnte oder dass Zellen zwar
infiziert sind, aber kein p38-Protein synthetisiert wurde. Eine alternative Erklarung wére, dass
nach Aufnahme das Virus lber entsprechende Projektionsbahnen ohne Vermehrung im
Bulbus olfactorius und Frontalhirn in kaudale Hirnregionen gelangt. Morales et al. (1988)
zeigten, dass nach intranasaler Infektion adulter Ratten das Virus intraaxonal von den Neuro-

rezeptoren im olfaktorischen Epithel ins Gehirn wandert.
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Um dieser Frage nachzugehen, missten weitere Untersuchungen an Tieren jungeren Alters
durchgefihrt werden und aul3er Protein auch ein RNA-Nachweis (zum Beispiel mittels In-
Situ-Hybridisierung) erfolgen.

Der Nachweis von p38-Protein im Mittel- und Stammhirn bel einem nur elf Tage alten Tier
und die Verteilung des BDV in den vier Wochen alten Ratten sprechen fir eine besonders
rasche Ausbreitung des Virusim Gehirn der Uber die aerogen/intranasalen-Methode infi-
zierten Tiere, jedoch missten, um den genauen Verlauf der Virusausbreitung zu Beginn der
Infektion bei diesen Tieren genauer zu verifizieren, weitere Untersuchungen in kiirzeren Ab-
sténden nach Infektion erfolgen.

Nach Weissenbock et al. (2000) nimmt bel intrazerebral infizierten Ratten die Verbreitung der
Proteine im Gehirn zwischen der 28. und 52. Woche allmahlich ab, wahrend Narayan et al.
(1983a) eine zeitlich unbegrenzte Virusreplikation in adult und neugeboren intrazerebral

infizierten Ratten beschreibt. In den eigenen Untersuchungen konnte kein Riickgang der

Virusproteinmenge und _yerbreitung festgestelIt werden. Auch das 64 Wochen alte, das 91
Wochen alte, das 98 Wochen alte und das Uber zwei Jahre alte Tier zeigten immer noch
zahlreiche positive Zellen im gesamten Gehirn. Weder bezliglich des Anteils infizierter
Zellen, noch der Verteilung des BDV im Gehirn konnten deutliche Unterschiede zwischen
Tieren der verschiedenen Altersstufen festgestellt werden, was flr eine lebenslange
Persistenz ohne Riickgang infizierter Zellen spricht.

Besonders viele infizierte Zellen fanden sich im Cortex und in der Pyramiden-Zellschicht des
Hippocampus. Das entspricht den Erwartungen fur die neugeboren infizierte Ratte. Auch ge-
horen diese Areale zu den Schwerpunkten der Infektion beim Pferd (Bilzer et al., 1996,
Lebelt und Hagenau, 1996). Dagegen Uberraschten die grof3en Unterschiede (4-60%) in der
Purkinje-Zellschicht im Kleinhirn. Neurone gelten al's die Hauptzielzellen des BDV und bei
neugeboren infizierten Ratten werden die Purkinjezellen bereits ab Tag sieben infiziert und
gehen zwischen Tag 27 und 75 p.i. verloren (Bautista et al., 1995; Eisenman et al., 1999;
Zocher et al., 2000).

Es sollte hier kritisch bemerkt werden, dass bei den Tieren mit verminderter Purkinjezellzahl
nur wenige Zellen ausgezahlt werden konnten, da im gesamten Schnitt teilweise nicht mehr
als 40 Purkinjezellen zu finden waren und die Prozentangabe kein verlasslich reprasentatives
Ergebnis darstellt.

Im Bulbus olfactorius waren verglichen mit anderen Arealen wenige Zellen infiziert.

102



Diskussion

Aul%er den beiden wenige Tage alten Ratten gab es noch drel weitere aerosol-infizierte Tiere,
die in der Immunhistochemie negativ blieben und ein Tier (VII NBAE.2), das nur im Bulbus
olfactorius und im Cortex vereinzelt Zellen mit BDV-Protein aufwies.

Diese vier Tiere waren in einer Geschwistergruppe mit gleicher Dosis und T6tung im
gleichen Alter, die die oben beschriebene weite Verbreitung im gesamten Gehirn aufwiesen.
Die vier Tiere zeigten neben einer leichten Erhtéhung GFAP- und Vimentin-positiver Zellen
keine anderen Auffélligkeiten. Esist denkbar, dass diese Tiere entweder nicht erfolgreich
infiziert waren, dass also kein oder nicht gentigend infektidses Virus in das Nervensystem
gelangen konnte, dass das Virus in infizierten Zellen nur einen unvollstéandigen
Vermehrungszyklus durchlief oder dass das Virus nach Ausbreitung im ZNS von den Tieren
eliminiert werden konnte. L etzteres ist nicht auszuschlief3en, aber unwahrscheinlich, da das
Virus, selbst wenn die Infektion bei dteren Tieren erfolgt, bei denen eine Immunreaktion
stattfindet, im Gehirn persistiert. Auch in Féllen, in denen antivirale Antikorper in neugeboren
infizierten Ratten gefunden werden, zeigen diese keine neutralisierende Aktivitét (Stitz et al.,
1998). Gegen eine Eliminierung des Virus spricht auch, dass bel keinem dieser Tiere Infiltrate
oder eine Mikrogliose festgestellt werden konnte. Das ist besonders bei dem vier Wochen
alten Tier 19 NBAE.4 von Aussagekraft, da ale vier gleich behandelten und gleich alten
Wurfgeschwister Infiltrate im Gehirn aufwiesen.

Interessanterwei se zeigten auch die zwei Sentinels der Gruppe V11 keine Immunreaktion, aber
eine leichte Erh6hung GFAP- und Vimentin-positiver Zellen.

Bei einem Versuch, bei dem BDV -spezifische CD4*-7Z¢llen (Zelllinie ohne zytolytische

Aktivitét) vor der BDV-Inokulation transferiert wurden, konnte die Infektion verhindert wer-
den. Diese Tiere zeigten nur eine geringgradige vorubergehende Enzephalitis, kurzfristige
Virusreplikation im Gehirn und konnten danach tber die friihzeitige CD8'-T-Zellaktivitét, die
durch die transferierten CD4"*-T-Helferzellen begiinstigt wurde, das Virus komplett elimi-
nieren (Noske et al., 1998). Mdglicherweise konnten die negativen Tiere und die Sentinels
vor einer spéter erfolgten Infektion durch Exposition von BDV-Antigenen solche Lympho-
zyten bilden und waren dann spéter in der Lage, die Ausbreitung von BDV im Gehirn zu ver-
hindern.

Dass bei dem negativen Tier der Gruppe 19 keinerlel Reaktion zu beobachten war, kann an
dem jungen Alter von 4 Wochen des Tieres liegen. Bel Versuchen von Sauder und Staeheli

(2003) wurden die Mtter nie krank, die vor Tag 40 von dem infizierten Nachwuchs getrennt
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wurden. Mdglicherweise erfolgt in diesem Zeitraum noch keine Virusausscheidung der Ge-
schwister und damit keine Ansteckung.

DasTier VII NBAE.2, bel dem vereinzelt p38-positive Zellen im Bulbus olfactorius und
Cortex detektiert wurden, kdnnte eine solche leichte beginnende Infektion reprasentieren,
auch wenn dieses Tier mit 110 Tagen genauso alt, bzw. dter ist als die negativen NBAE-
Tiere. Bei Morales et al. (1988) traten bel den Miittern erste Zeichen einer Krankheit auf,
wenn die Jungen 3-5 Monate alt waren. Uber den Zeitpunkt der Ansteckung durch die Ge-
schwister und den Verlauf der Infektion bel Sentinels, bzw. nicht erfolgreich infizierten Ge-
schwistern ist dagegen wenig bekannt. So lasst sich die Vermutung nicht ausschlief3en, dass
sich Tiere trotz gleicher Haltungsbedingungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten infizieren.
Moglicherweise variiert hier Infektionszeitpunkt und die Ansteckung erfolgt nicht einheitlich
in einem bestimmten Alter. Dassdas Tier VII NBAE.2 das Virus nach erfolgreicher
aerogener Infektion weitgehend eliminieren konnte, ist nicht nur aus oben genannten Griinden
unwahrscheinlich, dagegen spricht auch, dass bei diesem Tier im Gegensatz zu der Mehrzahl
der NBAE-Tiere weder Axonschwellungen, noch eine verminderte Anzahl der Purkinjezellen
as Folge einer frihen Infektion festgestellt wurden. Vielmehr scheint das Tier sich am
Beginn einer Infektion befunden zu haben.

Um zu kléren, ob es bei der Borna Krankheit moglicherweise eine transiente Infektion gibt,
mussten weitere Untersuchungen an Sentinels verschiedenen Alters erfolgen, damit der Zeit-
punkt der Ansteckung, eine Immunantwort und eine Elimination des Virus bestimmt werden
kann.

Bei den beiden MUttern misste im Falle einer Ansteckung durch die Jungtiere das Bild dem
der adult infizierten immunkompetenten Ratten entsprechen, die wie erkrankte Pferde und
Schafe die typische Borna Krankheit entwickeln, mit Enzephalitis gefol gt von langsamen
Rickgang der Entziindung und der akuten Symptome mit anschlief3ender Viruspersistenz.
Diesem Bild entspricht das Tier 0.Mu, das eine starke Entziindung und Virusprotein in allen
Gehirnarealen aufweist. Dagegen stellt das Tier 11.Mu einen anderen Fall dar, da es zwar
mononukledre Infiltrate zeigt, aber frei von p38-Protein ist. Méglicherweise reichte hier die
Virusdosis, die von ihren Nachkommen ausgeschieden und von der Mutter aufgenommen
wurde, nicht aus, um eine typische Borna Krankheit auszul 9sen, sondern konnte durch die
Immunantwort des Tieres wie auch bel den oben genannten BDV -negativen Tieren eliminiert,

beziehungsweise an der Ausbreitung gehindert werden.
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Neben den Tieren, bel denen trotz Infektion kein BDV-Protein nachzuweisen war und die
zum Zeitpunkt der T6tung keine Immunreaktion zeigten, gab es unter den erfolgreich NBAE-
infizierten Ratten sechs Tiere, die CD45-positive mononukledre Zellinfiltrate aufwiesen. Alle
diese Tiere hatten Virusprotein im gesamten Gehirn und es wurde kein deutlicher Unterschied
in der Menge positiver Zellen zu den Tieren ohne Entziindung festgestellt. Warum die 110
Tage alten Tiere der Gruppe V11 eine Entztindung zeigten und ob diese Immunantwort zu

einem spéteren Zeitpunkt zu einer Eliminierung des BDV oder Eindammung der Virus-

ausbreitung fiihren kénnte, wird in | yamunol ogische Reaktion noch einmal aufgegriffen.
Obwohl neugeboren BDV-infizierte Ratten als immuntolerant gelten, ist bekannt, dass bei
intrazerebral infizierten Tieren im Alter von vier Wochen eine transiente mononukleére
Inflammation auftritt (Hornig et al., 1999; Sauder und De la Torre, 1999; Weissenbock et al.,
2000). Dies war auch bei allen vier Wochen alten Tieren der Gruppe 19 der Fall und esist
nicht zu erwarten, dass das Virus durch diese eliminiert oder vermindert wird, sondern dass
die Entziindung (Infiltrate) wieder abklingt und das Virusin grof3en Mengen im ZNS
persistiert.

Wie erwartet waren die mononuklegren Zellen um die Gefd3e in allen Féllen mit Zellin-
filtraten p38-negativ. Das entspricht bisherigen Beobachtungen, bei denen vor alem Neurone,
seltener Astrozyten, ependymale Zellen und Oligodendrozyten BDV-infiziert sind, aber nicht
die Entziindungszellen (Herden et al., 2005).

Eine Dosisabhéngigkeit bezliglich der Virusproteinmenge und dem Grad der Ausbreitung bel

den NBAE-infizierten Ratten konnte nicht festgestellt werden. Jedoch war eines der Tiere, die
mit der geringsten Dosis von 200 wl behandelt wurden, negativ und zwei zeigten eine

Entziindung, was vermuten 18sst, dass die Infektion am ersten Lebenstag nicht erfolgreich
war. Eines der Tiere der 400 pl-Gruppe und eines der 1000 ul-Gruppe blieben ebenfalls
negativ. Alle Ratten, die mit der Dosis von 500 pl behandelt wurden, waren BDV-positiv. Es
ist daher naheliegend anzunehmen, dass eine niedrige Dosis die Erfolgschancen fir das An-
gehen einer Infektion an Tag 1 vermindert, eine hohe Dosis aber keine erfolgreiche Infektion
garantiert.

Zusammenfassend |asst sich fur die mit der neuen Methode infizierten Tiere sagen, dass,
wenn diese erfolgreich infiziert werden konnten, das BDV sich rasch und weit im Gehirn ver-
breitet und die Verbreitung von Virusprotein auch im hohen Alter von tber zwei Jahren nicht
abnimmt. Auch bestétigt werden konnte die Beobachtung, dass persistent infizierte Tiere in
der Lage sind, bel Kohabitation naive adulte Ratten anzustecken (Morales et al., 1988; Sauder
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und Staeheli, 2003) wie bei dem Muttertier 0.Mu gezeigt wurde. Es wird angenommen, dass
persistent infizierte Tiere Virus Uber Korpersekrete ausscheiden, da infektitses Virusin Urin
und Speichel infizierter Ratten nachgewiesen werden konnte (Morales et al., 1988; Nitzschke,
1963).

Allerdings waren immerhin vier von 28 NBAE-Tieren BDV-negativ, also nicht erfolgreich
infiziert und zwel Tiere zeigten eine starke Immunantwort, die vermuten |&sst, dass diese
Tiere bei der experimentellen Infektion nicht gentigend Virus erhalten haben und sich zu
einem spéateren Zeitpunkt, in einem Alter, in dem das Immunsystem ausgereift war, an dem

von den infizierten Wurfgeschwistern ausgeschiedenen Virus infiziert haben.

5.2 Immunologische Reaktion

Bei der naturlichen Infektion von Pferden und Schafen und der experimentellen Infektion der
adulten immunkompetenten Ratte und der meisten Mausestamme ist die Borna Krankheit
charakterisiert durch eine schwere Enzephalitis. Die Pathogenese dieser ist am besten doku-
mentiert bel dem Rattenmodell, bei dem sowohl CD4* g5 auch CD8'-T-Zellen in den Zéll-
infiltraten prasent sind und die Elimination oder funktionale Blockade dieser Lymphozyten
sowohl BDV-induzierte Symptome al's auch histopathol ogische Veradnderungen im Gehirn
verhindert (Bilzer und Stitz, 1996). Das Auftreten von klinischen Anzeichen deckt sich zeit-
lich mit dem Auftreten einer entziindlichen Reaktion (Carbone et al., 1987) und T-Zellen, die
aus dem Gehirn gewonnen werden, weisen hohe lytische Aktivitét gegen Zielzellen auf (Batra
et al., 2003; Planz et al., 1993; Sobbe et al., 1997) und sind fur zellulére Degeneration und
kortikale Atrophie verantwortlich (Bilzer und Stitz, 1994; Sobbe et al., 1997).

Dagegen sind Symptome und neurodegenerative Erscheinungen bei neugeboren infizierten
Ratten wahrscheinlich nicht auf eine Immunreaktion zurtickzuf ihren. Zwar kommt es zumin-
dest bei intrazerebral infizierten Tieren zu reproduzierbaren transienten mononukleéren In-
filtraten (Weissenbock et al., 2000), die mehrheitlich T-Zellen, weniger NK-Zellen, Mono-
zyten/Makrophagen und B-Zellen enthalten (Hornig et al., 1999; Weissenbock et al., 2000),
jedoch handelt es sich nicht um BDV -spezifische Lymphozyten. Das V orkommen solcher
Infiltrate fallt mit dem Hochststand der neuronalen A poptose zusammen. Jedoch ist es

unwahrscheinlich, dass infiltrierende Zellen eine wesentliche Rolle in der Neuropathogenese
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bei neugeboren infizierten Tieren spielen (Weissenbock et al., 2000), da die Verteilung dieser
und der apoptotischen Zellen nicht Ubereinstimmt und neonatal thymektomierte und infizierte
Ratten ein dhnliches Muster von A poptose ohne Inflammation zeigen (Hornig und Stitz,
unverdffentlicht; Weissenbdock et al., 2000).

Diese Beobachtungen konnten in den eigenen Untersuchungen weitgehend bestétigt werden.
Kontrolltiere, BDV-negative Tiere (aul}er einem Muttertier) und 20 erfolgreich NBAE-infi-
Zierte Ratten waren frei von Infiltraten und zeigten in der CD45-Immunhistochemie keine
angefarbten Zellen im Neuropil. Lediglich die vier BDV-positiven vier Wochen alten Tiere
zeigten zahlreiche kleine gefal3assoziierte Infiltrate. Diese ovalen rundkernigen Zellen waren
insgesamt zu etwa einem Drittel CD45-positiv, wobei der Anteil an CD45-positiven Zellenin
den einzelnen Infiltraten von O bis Uber 80% stark schwankte. Auf3erdem wiesen zwei dieser
Tiere zusétzlich CD45-positive Zellen diffus im Hirnparenchym auf. Keine der Zellen expri-
mierte CD8. Das Uberrascht nicht, dain adult infizierten Tieren MHC-I-abhéngige CD8_T.

Zellen Effektorzellen représentieren, die die Krankheit verursachen (Bilzer und Stitz, 1994,
Sobbe et al., 1997), in neugeboren intrazerebral infizierten aber die vortibergehende Immun-
antwort als unspezifisch und nicht destruktiv gilt (Weissenbock et al., 2000). Auch eine
mittelgradige Mikrogliose wurde in eigenen Untersuchungen mit dem Antikorper gegen ED1
bei den vier Wochen alten Tieren detektiert. Vor allem bei Tier 19 NBAE.5 war die Ver-
teilung der angeférbten Zellen vielfach fokal und geféf3assoziiert, woraus sich schlief3en 18sst,
dass essich bel den infiltrierenden Zellen auch um Makrophagen handelt oder gewebs-
stéandige Mikroglia-Zellen durch die eingewanderten Immunzellen rekrutiert wurden.

Eine mittelgradige bis starke Erhthung ED1-exprimierender Zellen kam auch im Gehirn aller
anderen erfolgreich NBAE-infizierten Tieren vor. Diese unspezifische |mmunreaktion war
nicht unbedingt bei den nicht invasiv infizierten Tieren dieser Studie zu erwarten, auch wenn
Weissenbdck et al. (2000) bei intrazerebral infizierten Ratten eine deutliche Mikrogliose nach
vier Wochen beschreiben, die mindestens bis zur 52. Woche besteht. In eigenen Unter-
suchungen war selbst bei den Uber einem Jahr alten Tieren eine Mikrogliose festzustellen und
das 11 Tage alte Tier zeigte bereits eine leichte Reaktion ventral des Hippocampus und im
Kleinhirnmark.

Alle Tiere der Gruppe O, die mit einer Virusdosis von 500 Wl infiziert wurden, zeigten das
typische Bild einer BDV-Infektion immuninkompetenter Ratten. Bei diesen Tieren konnte

man Virusprotein im gesamten Gehirn finden und den direkten Effekt des Virusin Form einer
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deutlichen Gliareaktion in Abwesenheit einer spezifischen Immunreaktion, beziehungsweise
in Anwesenheit von Immuntoleranz sehen.

Bel dem Tier VII NBAE.2, bei dem sich nur vereinzelt in Bulbus olfactorius und Cortex
BDV-positive Zellen fanden, war keine Erhéhung von Mikrogliazellen/Makrophagen zu
erkennen.

Mikroglia-Aktivierung im Gehirn ist zwar schon ab 24 Stunden nach einem Insult detektier-
bar, Proliferation der Mikrogliazellen findet aber erst nach zwei bisdrei Tagen statt
(Ubersicht in Streit et al., 1999). Tier VII NBAE.2 wurde also moglicherweise zu Beginn der
Infektion noch vor einer mikroglialen Proliferation getttet oder die wenigen infizierten Zellen
reichten nicht, um diese unspezifische Immunantwort auszul 6sen.

Esist bekannt, dass mikrogliale Zellen unterschiedliche morphol ogische Erscheinungsformen
annehmen kénnen und dass diese mit funktionellen Stadien korrelieren (Ubersicht in Streit et
al., 1988). Die runende Mikrogliaist relativ klein und hat diinne verzweigte Fortsétze. Bel
Aktivierung nach verschiedenen Gehirninsulten entwickelt die Zelle vergroR3erte Zellfortsétze
und ein buschiges Aussehen. Bel Zelltod von Neuronen transformieren Mikrogliazellen zu
phagozytierenden Makrophagen mit deren typischer Morphologie (grof3e zytoplasmareiche
Zellen ohne deutliche Auslaufer) (Ubersicht in Streit et al., 1999). Wilson und Molliver
(1994) beschreiben noch ein hyperverzweigtes intermediares Stadium, das durch mehr
schleichende degenerative V eranderungen hervorgerufen werden kann.

In den fur diese Arbeit durchgefihrten immunhistochemischen Untersuchungen zeigten ange-
farbte Zellen in infizierten Tieren fast ausschliefdlich eine Morphologie, die dem beschrie-
benen aktivierten Stadium der Mikroglia entspricht.

Es wird angenommen, dass es Interaktionen gibt, bei denen pathologisch veranderte Neurone
Uber direkten Zell-Zell-Kontakt Signale an Mikrogliazellen geben und diese damit aktivieren
(Ubersicht in Streit et al., 1999). BDV gilt al's nicht-zytopathogenes Virus. Trotzdem scheint
es so starke Veranderungen in Neuronen, die Hauptzielzellen von BDV sind, hervorzurufen,
dass auch ohne direkte Zytolyse durch das Virus die Infektion eines Neurons zu
Veranderungen der Zelle fiihren kann, durch die Signale gegeben werden, die Mikroglia akti-
vieren. Hierbei spielen verschiedene Mediatoren wie Interferone, Interleukine und TNF eine
Rolle, die die Mikroglia aktivieren. Eine besondere Bedeutung kommt bei viralen Infektionen
dem IF N —o/B zu, dasin verschiedenen Zelllinien eine BDV-Infektion verhindern kann
(Hallensleben und Staeheli, 1999; von Rheinbaben et al., 1985). Hallensleben et al. (2005)
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konnte bei Mausen zeigen, dass IFN-, gine zentrale Rolle bei der Resistenz gegen eine BDV-

Infektion des ZNS und der Eliminierung von BDV in Neuronen spielt.

Wenn auch nicht genau bekannt ist, wie das Virus die Neuronen schadigt und welche
Mechanismen letztendlich zur Verminderung der Neuronenzahl fuhren, ist diese mikrogliale
Aktivierung ein Indiz dafir, dass in den infizierten Neuronen anormale Bedingungen
herrschen. Dazu passt auch, dass aufl3er dem sieben Tage alten Tier, das eine nur leichte
Erhdhung ED1-exprimierender Zellen in Stamm- und Kleinhirn hatte, keines der negativen
Tiere eine Mikrogliose zeigte. Das spricht fur die Annahme, dass es bei diesen Tieren trotz
Exposition zu keiner Infektion kam oder das Virusin einer transienten Immunreaktion
eliminiert werden konnte.

Einen besonderen Fall stellen die zwei Tiere der Gruppe VI dar, die wie die anderen Ratten
der Gruppe am ersten Lebenstag infiziert wurden. Beide Tiere zeigten in der p38-Immun-
histochemie angeférbte Zellen in alen Hirnarealen, jedoch wiesen die Tiere auch rundkernige
zu unterschiedlichen Anteilen CD45-positive Infiltrate in allen Regionen aul3er im Klein-,
beziehungsweise in einem Fall im Stammhirn auf und diffus CD45-positive Zellen im

Parenchym. Hier kamen in den Infiltraten auch CD8'-T-Zellen und eine starke, teilweise ge-

fal3assoziierte Mikrogliose vor. Damit entsprachen diese Tiere wie auch das Multtertier 0.Mu
dem typischen Bild einer immunkompetenten adult infizierten Ratte, obwohl siewie die
gleichaltrigen Geschwister am ersten Lebenstag dem Aerosol ausgesetzt worden waren. Bei
intrazerebral adult infizierten Tieren sind sowohl T-Zell-Infiltrate als auch Zellen mit mikro-
glialer Morphologie ab dem 24. Tag zu beobachten (Deschl et al., 1990; Herden et al., 2005).
Dass die experimentelle Infektion bei den beiden erwédhnten Tieren direkt angegangen war, ist
nicht anzunehmen, da das Immunsystem bei neugeborenen Tieren noch nicht ausgereift ist
und aufgrund der Immuninkompetenz, beziehungsweise der induzierten Immuntoleranz keine
spezifische Immunantwort in Form von T-Zell-Infiltraten vorkommt. Es ist also anzunehmen,
dass bei den beiden Tiere die Infektion am ersten L ebenstag nicht erfolgreich war und sich die
Tiere dann spéter, wie auch die Mutter, bei den erfolgreich infizierten Geschwistertieren an-
steckten. Das positive Muttertier beweist, dass eine Ansteckung durch die experimentell in-
fizierten Ratten prinzipiell moglich ist. Esist zu bemerken, dass die Tiere zu der Gruppe mit
der niedrigsten Virusdosis gehorten, also moglicherwelise die Wahrscheinlichkeit auf Miss-
lingen der experimentellen Infektion hier hoher ist. Nicht auszuschlief3en ist auch eine ver-
langerte Latenzzeit. In diesem Falle wére das Virus zwar in das Gehirn dieser Tiere bei der
experimentellen Infektion gelangt, eine Vermehrung und/oder eine Ausbreitung und das
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Ausl6sen einer Immunantwort wére aber erst spater nach Ausreifung des Immunsystems er-
folgt. Von solchen Falen wurde bisher nicht berichtet und ein Bestétigung ist schwer zu er-
bringen, da ein Nachweis des Virusim Gehirn am lebenden Tier nicht moglich ist und so der
Verlauf der Virusausbreitung bei solchen Tieren nicht verfolgt werden kann.

Das zweite Muttertier der Gruppe 11 wies zwar CD45- und CD8-positive Infiltrate und eine
Mikrogliose auf, jedoch war esfrei von p38-Protein. Aufgrund der starken |mmunreaktion

kann man von einer Infektion ausgehen. Allerdingsist bisher kein Fall bekannt, bei dem ohne

Gabe von BDV-spezifischen CD4+_zgjen vor der Infektion (NGske et al., 1998) das Virus
durch diese eliminiert werden konnte oder zumindest keine virale Expression von p38 statt-
fand.

5.3 Gewebsreaktion

Neben einer spezifischen oder unspezifischen Immunantwort, kann der Organismus auch mit
Veranderungen von Gewebezellen des Gehirns auf Insulte reagieren. Verschiedene Stérungen
konnen in den unterschiedlichen Zelltypen des Gehirns morphologische und /oder zyto-
chemische Reaktionen ausl 6sen, die auch ohne Zelluntergang oder Symptome ein Indiz fir
pathol ogische Vorgange sind. Esist bekannt, dass bei neugeboren intrazerebral BDV-infi-
zierten Ratten spezifische neuronal e Populationen geschéadigt werden und wahrscheinlich fur
die beobachteten Symptome verantwortlich sind (Bautista et al., 1994; Hornig et al., 2001,
Petnikov et al., 2002a). Apoptose von Neuronen wird bei intrazerebral infizierten Tieren ab
der vierten Woche beschrieben (Hornig et al., 1999; Weissenbdck et al., 2000; Zocher et al.,
2000) und resultiert unter anderem in Kleinhirnhypoplasie, fortschreitender Degeneration des
Gyrus dentatus und kortikaler Schrumpfung (Bautista et al., 1995; Gonzalez-Duniaet al.,
2000; Hornig et al., 1999). Die genauen Vorgange und die Ursache fir den Neuronenverlust
sind dagegen nicht aufgeklart.

In eigenen Experimenten wurden Marker fir die Intermediarfilamente Vimentin und GFAP
fur die Einschétzung astrogliarer Reaktion und die Nissl-Farbung und der immunhisto-

chemische Nachweis von Neurofilament fir Veranderungen der Neurone gewahlt.
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Astrozyten

Reaktive Gliose, die Schwellung und Hypertrophie der glialen Zellkerne, Zellkorper und Fort-
sdtze einschliefdt (Dyer et al., 2000; Fattore et al., 2002; Petzold et al., 2002; Pindon et al.,
2000; Rugg-Gunn et al., 2002; Vitaliani et al., 2002), ist ein grundlegender pathol ogischer
Effekt bei vielen Insulten und Verletzungen des ZNS.

Astrozyten haben im gesunden Gehirn viele vitale Funktionen: Sie regulieren die Formation
der Blut-Hirn-Schranke, die Homdostase im Gehirn, neuronale Aktivitét, synaptische Trans-
mission, neuronales Uberleben, Synaptogenese und Neurogenese (Dani et al., 1992; Golman,
2003; Kesdak et al., 1986; Lim und Alvarez-Buylla, 1999; Newman, 2003; Ramson, 2003;
Slezak und Pfrieger, 2003; Vesce et al., 1999).

Im geschadigten Gehirn regulieren Astrozyten die neuronale Schadigung, sowohl direkt Gber
die Produktion von Wachstumsfaktoren (Dhandapani et al., 2003), Rezeptoren (Daniels und
Brown, 2001) und Transportern (Canolle et al., 2004) als auch indirekt Uber eine Modulation
der Entziindungsreaktion mittels Verminderung der Expression von mikroglialen Mediatoren
(Aloisi et al., 1997; Pyo et al., 2003; Vincent et al., 1996 und 1997).

Die Beeinflussung von Neuronen ist bidirektional. Neurotransmitter, die von Neuronen frei-
gesetzt werden, binden an gliale Rezeptoren und Astrozyten sezernieren viele Faktoren, die
die neuronale Synapsenformation beeinflussen (Slezak und Pfrieger, 2003).

Dabei der BDV-Infektion der neugeborenen Ratte sowohl Astrozyten als auch Neuronen in-
fiziert werden und die genauen Wechselwirkungen der beiden Zelltypen nicht bekannt sind,
kann nicht gesagt werden, ob infizierte Astrozyten fur die neuronalen Verdnderungen verant-
wortlich sind oder durch das Virus direkt Stérungen in den Neuronen hervorgerufen werden,
die wiederum Reaktionen in Astrozyten ausl6sen oder sogar beides wechselseitig der Fall ist
und noch andere Zelltypen eine Rolle spielen. Streit et al. (1999) beschreiben zum Beispiel
die Wechselwirkung von Mikroglia und Neuronen und die Autoren nehmen an, dass durch
direkten Zell-Zell-Kontakt Signale Uber den Zustand der Nervenzelle von dem Neuron an die
Mikrogliazelle gegeben werden und danach entweder trophische oder toxische Faktoren von
dieser an das Neuron tbermittelt werden. Auch ist bekannt, dass zumindest in Zellkulturen
Astrozyten auf Mikrogliazellen einwirken kdnnen und morphol ogische und funktionelle Ver-
anderungen ausldsen (Kloss et al., 1997; Liu et al., 1994; Tanaka und Maeda, 1996).

Da Astrozyten bei vielen verschiedenen Insulten und Verletzungen des Gehirns reagieren, ist
davon auszugehen, dass bel der intrazerebralen Infektion der Ratte allein die mechanische

Verletzung von Hirngewebe durch die Injektionsnadel und das I njektionsvolumen eine astro-
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glidre Reaktion aus 6st, gegen die primére Folgen der BDV -Infektion nicht eindeutig abge-
grenzt werden kdnnen. Bel der in dieser Arbeit verwendeten Aerosol-M ethode dagegen kann
jede Gewebsreaktion als Folge der Virusinfektion gewertet werden.

In den eigenen Untersuchungen zeigten aul3er den Kontrolltieren nahezu ale Tiere eine astro-
gliére Reaktion im Sinne einer Erhohung GFAP-exprimierender Zellen. Auch die Zahl
Vimentin-positiver Zellen war parallel dazu in den meisten Fallen erhoht. Nur in vier Féllen
waren diese nicht deutlich vermehrt, wahrend die GFA P-Immunhistochemie eine mittel-
gradige Erhdhung angeférbter Zellen zeigte. Bei zwei Tieren mit Entziindung war der umge-
kehrte Fall mit mittelgradiger Erhéhung Vimentin-exprimierender Zellen ohne erhdhte
GFAP-Expression zu beobachten.

Dieser Zusammenhang Uberrascht nicht und es ist davon auszugehen, dass es die gleichen
Zellen sind, ndmlich reaktive Astrozyten, die die beiden Intermediarfilamente exprimieren.
Wahrend GFAP als spezifischer Marker fur reife Astrozyten gilt, kommt Vimentin in einer
Vielzahl von Zellen mesenchymalen Ursprungs wie Fibroblasten und endothelialen Zellen vor
(Franke und Moll, 1987). In Astrozyten wird esin friihen Stadien der Gehirnentwicklung
exprimiert (Bignami et al., 1982). Um den Geburtszeitpunkt, bei Nagern postnatal (Pixley und
de Véllis, 1984; Tapscott et al., 1981), erfolgt eine Auswechslung der Expression von
Vimentin zu GFAP. Vimentin wird dann nicht mehr exprimiert und in ausdifferenzierten
Astrozyten, die Ubergangsweise beide Neurofilamente koexprimieren, fortschreitend von
GFAP ersetzt (Galou et al., 1996). Die transiente Koexpression beider Filamente in Astro-
zyten, wie sie in eigenen Untersuchungen festgestel It wurde, wurde immunhistochemisch
auch in den meisten Modellen fir Gliose beobachtet (Norenberg, 1994; Schiffer et al., 1986;
Stringer, 1996). Zusétzlich haben Studien mit Doppelfarbungen gezeigt, dass Vimentinin
reaktiven Astrozyten, die ebenfalls GFAP-positiv waren, exprimiert wurde (Janeczko, 1993).
Aul%er in ependymalen Zellen, die sich auch in eigenen Untersuchungen erwartungsgemaf}
positiv zeigten, aber in der Auswertung vernachléssigt wurden, da sie im gesunden wieim
kranken Gehirn gleichermal3en vorkommen, ist die Vimentin-Expression im adulten Nager-
gehirn auf radidre Gliawie die Bergmann Gliaim Kleinhirn und Schwann Zellen beschrénkt,
was zur Annahme fihrte, dass Vimentin ein spezifischerer Marker fur Gliose ist als GFAP
(Lenz, 1997; Norenberg, 1994).

Esist aso davon auszugehen, dass die gleichzeitige Erhdhung der Vimentin- und GFAP-

Expression bel betroffenen Tieren in den eigenen Untersuchungen fir eine reaktive Gliose
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steht und nicht nur mit strukturellen Verdnderungen, sondern auch mit einer Proliferation der
Astrozyten einhergeht.

Bei den erfolgreich NBAE-infizierten Ratten zeigte nur das 11 Tage alte Tier 11.NBAE.1
weder eine deutliche Erhdhung der GFAP- noch der Vimentin-Expression. Bautista et al.
(1995) und Carbone et al. (1991) beschreiben bei intrazerebral infizierten Ratten eine diffuse
reaktive Astrozytose schon ab dem dritten Tag p.i., also schon bevor BDV-Proteinin Zellen
nachgewiesen werden kann. Diese Beobachtungen kénnen hier fir neugeboren aerosol -
infizierte Tiere ohne mechanische Schadigung des Hirngewebes nicht bestétigt werden.
Allerdings wurden in den eigenen Untersuchungen GFAP-exprimierende Zellen gezahlt,
nicht aber die Stérke der Expression von GFAP an sich gemessen. Daher kann eine Reaktion
Im Sinne erh6hter GFAP-Expression einzelner Zellen ohne Proliferation nicht ausgeschlossen
werden, ist aber unwahrscheinlich, da eine Reaktion der Astrozyten mit der Expression von
Vimentin einhergeht und auch diese in diesen beiden Tieren nicht erhoht war.

Die 11 Tage dte infizierte Ratte hatte einige BDV -positive Zellen und wie das 7 Tage alte
Tier 12 NBAE.1, das zwar infiziert wurde, aber negativ in der p38-Immunhistochemie war,
eine leichte Mikrogliose, war aber sonst frei von Auffaligkeiten. In diesen beiden Féllen
zeigte sich also eine mikroglidare Proliferation vor der Astrozytose. Diese Beobachtung spricht
dagegen, dass reaktive Astrozyten fur die Veranderungen der Mikrogliazellen verantwortlich
sind. Da Neuronen die ersten Zellen sind, die bei der BDV-Infektion der Ratte infiziert wer-
den, ist es vielmehr naheliegend, dass diese durch das Virus schon in der frihen Phase der
Infektion Veranderungen erfahren, die Mikro- und Astrogliazellen aktivieren. Um diese Ver-
mutungen zu bestétigen, missten weitere Untersuchungen an Tieren in den ersten Tagen der
Infektion erfolgen und Wechselwirkungen zwischen den Zelltypen beispielsweise durch die
Bestimmung von Cytokinexpression und Doppelfarbungen charakterisiert werden.

Bel allen anderen erfolgreich NBAE-infizierten Tieren war eine deutliche Vermehrung
GFAP-exprimierender Zellen zu detektieren. Vimentin-exprimierende Zellen dagegen waren
in zwel Falen nicht deutlich erhoht, bel dem Tier VII NBAE.2, das nur wenige BDV -positive
Zellen und keine Mikrogliose aufwies, sowie dem 450 Tage alten Tier VIII NBAE.3. Dadie
Expression von Vimentin als spezifischerer Marker fir reaktive Astrogliose gilt, spricht dies
maoglicherweise fir weniger starke Aktivierung der Astrozyten bei dem Tier mit nur wenig
infizierten Zellen, bzw. eine bereits nachlassende Reaktion bel der relativ alten Ratte.
Allerdings zeigten die anderen drei Uber ein Jahr alten Tiere eine deutliche Erhthung

Vimentin-positiver Zellen. Insgesamt sprechen die Ergebnisse der 310 Tage alten und dlteren
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Tiere fur die Annahme, dass mit der persistierenden Infektion auch die Mikrogliose und
Astrogliose |ebenslang bestehen bleibt.

Bei den anderen 17 Ratten, die erfolgreich NBAE-infiziert wurden, lassen sich keine signi-
fikanten Unterschiede in der Erhéhung der Astroglia-Reaktion beziglich Alter oder Dosis
feststellen. Bemerkenswert ist, dass auch die 310 Tage alten Tiere keine nachlassende
Reaktion zeigen.

Auffdligist auRerdem, dass obwohl in zahlreichen Féllen die Menge GFAP-positiver Zellen
in allen untersuchten Hirnarealen erhéht war, in keinem Fall eine Vermehrung Vimentin-
positiver Zellen im Mittel- und Stammhirnbereich vorlag.

Esist bekannt, dassim ZNS eine Reihe von Astrozyten mit unterschiedlicher Morphologie
vorkommen. Inwieweit diese Unterschiede unterschiedliche Astrozytentypen oder verschie-
dene Umgebungsstimuli reprasentieren, ist noch unklar (Ubersicht in Ridet et al., 1997). Die
Astrozytennarbe ist morphologisch und biochemisch unterschiedlich in verschiedenen Hirn-
arealen, was ebenfalls auf das Vorhandensein unterschiedlicher Astrozytentypen hindeutet
(Alonso und Privat, 1993). Welche Typen von Astrozyten wann welche Filamente
exprimieren, ist nicht eindeutig geklart. Es ware also denkbar, dassim Mittel- und Stamm-
hirnbereich im Gegensatz zu den anderen fir diese Arbeit untersuchten Regionen Astrozyten
vorherrschen, die auf bestimmte Reize zwar mit Proliferation und erhéhter GFAP-Expression
reagieren, aber trotz Aktivierung kein Vimentin exprimieren.

Alle Tiere mit Entziindung wiesen ebenfalls erhdhte Vimentin- und/oder GFAP-Expression
auf. Die beiden Tiere der Gruppe VII hatten stark erhohte Werte bei beiden Intermediér-
filamenten, wahrend die BDV-positive Mutter nur eine maliige Vermehrung Vimentin-
positiver Zellen zeigte. Das ist erstaunlich, da anhand der Ergebnisse der anderen durchge-
fuhrten Farbungen davon ausgegangen werden kann, dass sie einen énlichen Ansteckungs-
verlauf, namlich im adulten Alter durch die Wurfgeschwister beziehungsweise Jungen nah-
men. Moglicherweise liegt der Unterschied in der Astrozytenreaktion zwischen den Tieren
der Gruppe VII und den Muttertieren an dem Reifegrad und/oder der vorhandenen Menge der
Astrozyten im Gehirn zum Ansteckungszeitpunk.

Auch die vier positiven Tiere der Gruppe 19 hatten eine nur mittelgradige Erhéhung ange-
farbter Zellen bel dem immunhistochemischen Nachweis der Intermediarfilamente. In zwei
Falen waren nur die GFAP-beziehungsweise nur die Vimentin-exprimierenden Zellen ver-
mehrt. Diese insgesamt eher schwache, aber deutliche Astroglia-Reaktion bei allen positiven

vier Wochen alten NBAE-Ratten konnte mit dem relativ niedrigen Alter dieser Gruppe
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zusammenhangen. Es st nicht genau bekannt, wann die Reifung der Astrozyten im Gehirn
von Nagern vollstandig abgeschlossen ist. M 6glicherweise reagieren junge Astrozyten nicht
so stark auf die durch das Virus verursachten Stérungen oder die Proliferation Vimentin- und
GFAP-exprimierender Zellen ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht so stark vorangeschritten
wie bel dlteren Tieren. Denkbar wére auch, dass die Verdnderungen in den infizierten
Neuronen, die moglicherweise die starke Reaktion der Astrozyten ausldsen, zu diesem relativ
frihen Zeitpunkt der Infektion noch nicht vollzogen sind. Obwohl Neurone schon wenige
Tage nach Infektion BDV-positiv sind, gehen zum Beispiel viele Purkinje-Zellen im
Kleinhirn erst zwischen Tag 27 und 75 p.i. verloren (Bautista et al., 1995; Eisenman et al.,
1999; Zocher et al., 2000) und TUNEL -positive Zellen treten erst ab der dritten Woche auf.
Moglicherweise sind also Signale, die von apoptotischen Neuronen gegeben werden fir die
starke Aktivierung der Astrozyten notwendig.

Anders als Mikrogliazellen zeigten Astrozyten auch Aktivierung in vier BDV-negativen
Tieren, die weder Infiltrate noch eine Mikrogliose aufwiesen. Alle diese Tiere waren PCR-
positiv, hatten aber zum Zeitpunkt der Testung keine BDV -spezifischen Antikdrper im Blut.
Hier stellt sich die Frage, wodurch die Astrozyten-Reaktion ausgel 6st wurde und warum die
Mikroglia nicht reagierte, die in den meisten Fallen parallel aktiviert wurde. Da weder Astro-
zyten noch Neurone bei diesen Tieren BDV-Protein aufwiesen, kann das Virus selbst nicht
die Reaktion ausgel st haben, es sein denn, es kam zu einer transienten Infektion, die zum
Todeszeitpunkt nicht mehr vorhanden war. Denkbar wére auch, dass der Organismus in
Kontakt mit dem Virus kam, ohne dass eine I nfektion des Gehirns stattfand. Ein solcher Fall
konnte bei auf B-und T-Zellebene immuntoleranten Tieren auftreten, was die Anwesenheit
von Nukleinsdure im Blut (PCR-positiv) und eine Abwesenheit von zellul&ren Infiltraten im
Gehirn sowie Abwesenheit von Antikdrpern im Blut erkléren konnte.

Bode et al . (2001) berichten, dass BDV-Antigen (gebunden an PBMCs und frei im Plasma)
und zirkulierende Immunkomplexe (CICs) bei BDV-Infektionen bel Tier und Mensch vor-
kommen. Plasma-Antigenamie und CICs konnten zumindest die Detektion von viraler RNA
in der Abwesenheit von Antikorpern erklaren (Vahlenkamp et al., 2000) und bei den eigenen
Fallen moglicherweise nicht fir eine Reaktion des spezifischen Immunsystems reichen, aber
fur die astrozytare Reaktion verantwortlich sein.
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Nervenzellen

Neben der Beurteilung der Purkinje-Zelldichte in der Nissl-Farbung wurden die Aus-
wirkungen einer BDV-Infektion auf Neurone mit Hilfe des Neurofilament-Markers, der
spezifisch fur Neurone ist, durchgefihrt. Da hierbei vor allem Axone angeféarbt werden und
Hirngewebe zum Uberwiegenden Teil aus Nervenzellauslaufern besteht, ist es kaum mdglich
einzelne Zellen zu z&hlen und zu quantifizieren. Allerdings konnten in den Gehirnen einiger
Tierein drei Arealen eindeutig geschwollene Axone detektiert werden, die dann in diesen
gezahlt wurden.

Axonale Spheroide, die meistens die terminalen Endbulbi betreffen oder dystrophische
Axone, die gewohnlich weniger stark geschwollen sind als die Spheroide, finden sich in einer
Reihe verschiedener neurodegenerativer ZNS-Erkrankungen, einschliefdlich Schlaganfall
(Dewar et al, 1999), Myelinisierungsstorungen (Griffiths et al., 1998), Tauopathien (Lewis et
al., 2000; Probst et al., 2000) traumatischen Hirnlasionen (Cheng und Povlishock, 1988),
Alzheimer Krankheit (Brendza et al., 2003), Parkinson Krankheit (Galvin et al., 1999) und
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Liberski und Budka, 1999) und kommen auch wahrend des
normalen Alterungsprozesses und sekundar in einigen schwerwiegenden Krankheiten vor
(Sung et al., 1981).

In den eigenen Untersuchungen wurden keine Axonschwellungen bei den Kontroll- oder den
nicht erfolgreich infizierten Tieren gefunden, wohl aber bel nahezu allen erfolgreich NBAE-
infizierten Ratten. Bei den beiden Tieren VII NBAE.2 und 11 NBAE.1, die nur wenige BDV -
infizierte Zellen aufwiesen, konnten keine geschwollenen Axone gefunden werden. Da
Neurone die Hauptzielzellen des BD-Virus sind, ist es naheliegend, dass das Virus selbst Ver-
anderungen in den Nervenzellen verursacht, die zu Axonschwellungen fihren. Weil aber
schwerwiegende Verénderungen der Nervenzellen mit Zelltod erst relativ spét im Verlauf der
Infektion auftreten, ist es nicht Uberraschend, dass bei dem 11 Tage aten Tier noch keine
Axonschwellungen zu finden waren. Auch unter den vier Wochen alten Tieren mit leichter
Entziindung waren in nur zwei Féllen wenige Axonschwellungen zu detektieren. Das spricht
dafr, dass in diesem Zeitraum die Schadigungen der Neuronen beginnen morphologisch
sichtbar zu werden.

Esist zu bedenken, dass oft nur einzelne Axonschwellungen sichtbar wurden und im besten
Fall nicht mehr as 23 Axonveranderungen im gesamten Cortex gezahlt wurden. Auch
konnten nur quer angeschnittene Axone eindeutig als verdickt identifiziert werden. Esist

daher nicht auszuschlief3en, dass das Vorkommen von Axonschwellungen nicht in jedem Fall
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erkannt wurde und dass bei Tieren, bel denen keine solchen Veranderungen dokumentiert
sind, dennoch Axonschwellungen im Gehirn vorhanden sein konnen. Das kdonnte bel den drei
Tieren, bei denen keine Axonschwellungen gefunden wurden, die sich aber in der Infektions-
ausbreitung und der Immun- und Gewebsreaktion nicht von den anderen erfolgreich NBAE-
infizierten Versuchstieren unterschieden, der Fall sein. Bel Tier VII NBAE.2, das nur wenige
p38-positive Zellen aufwies und aul3er einer leichten Mikrogliose keine Zellreaktion zeigte,
wurden keine Axonschwellungen gefunden. Das Uberrascht nicht, da die Wahrscheinlichkeit,
dass betroffene Axone im Schnitt getroffen werden, bei den wenigen infizierten Neuronen
sehr gering ist.

Auch bei den zwei 110 Tage alten Tieren mit Entzindung und den zwei M ttern wurden
Axonschwellungen gefunden. Das war zu erwarten, da auch hier Zellschadigung und Zelltod
festgestellt wurden. Ob in diesen Fallen dieselben Mechanismen wie bel den neugeboren in-
fizierten Ratten fur die Neuronenveranderung verantwortlich sind und zusétzlich zu der T-
Zell-vermittelten Lyse auftreten oder ob die Neuronenschédigung durch die BDV -spezifische
Entziindungsreaktion verursacht wird, bleibt jedoch offen. Hier konnten zur Klérung
Versuche mit immunsupprimierten adult-infizierten Ratten Aufschluss bringen.

Die Rolle der Axonschwellungen ist noch unklar und esist nicht bekannt, ob sie bei den ver-
schiedenen Krankheiten eine Folge von gestértem axonalen Transport sind, ob sie primér die
Transportdefekte verursachen oder ob beides der Fall ist (Mi et al., 2005). Gies et al. (1998)
beobachteten Axonschwellungen bel adult intrazerebral infizierten Ratten einhergehend mit
einem Ruckgang cholinerger Fasern schon ab Tag 6 p.i. Diese Storungen der physiologischen
Prozesse des anterograden axonalen Transportes fihren sie entweder auf eine direkte virus-
infektionsvermittelte Interferenz oder auf indirekte Mechanismen mittels humoraler Faktoren
zuruck.

Sowohl bei adult as auch bel neugeboren BDV-infizierten Ratten kommt es zu Verande-
rungen im Neurotransmittersystem (Lipkin et al., 1997; Pletnikov et al., 2002c; Solbrig et al.,
19964), was zusammen mit den eigenen Ergebnissen der Neurofilament-1mmunhistochemie
den Zusammenhang von Axonschwellungen und gestértem axonalen Transport bestétigt.
Esist auch moglich, dass Oligodendrozyten eine Rolle bei den Stérungen der Neurone
spielen. Oligodendrozyten sind im ZNS die myelinbildenden Zellen, die die Neurofilament-
Phosphorylierung (de Waegh et al., 1992) und den Durchmesser der Axone beeinflussen
(Sanchez et al., 1996; Windenbank et al., 1985). Esist bekannt, dass Signale, die von myelin-
bildenden Zellen ausgehen, wichtig fir die Lebensféhigkeit von myelinisierten Axonen sind
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(Anzini et al., 1997; de Waegh und Brady, 1991, Giese et al., 1992; Grifiths et al., 1998; Yin
et al., 1998). BDV infiziert Oligodendrozyten im Gehirn von Ratten und Myelinstruktur-
verénderungen wurden bel neugeboren aerosol infizierten Ratten festgestellt (Schepers,
personliche Mitteilung). Esist also auch moglich, dass die hier gefundenen Axon-
schwellungen nicht Folge von Veranderungen der infizierten Nervenzellen selbst sind,

sondern sekundar nach Dysmyelinisierung durch infizierte Oligodendrozyten auftreten.

Esist bekannt, dass bei neugeboren intrazerebral BDV-infizierten Ratten Neuronen zugrunde
gehen. Eswird bei diesen Tieren von Apoptose der Pyramidenzellen im Neocortex (Hornig et
al., 1999), Verlust von Purkinje-Zellen im Kleinhirn (Bautista et al., 1995; Eisenman et al.,
1999; Zocher et al., 2000) und der Zerstérung infizierter Neurone im Gyrus dentatus (Hornig
et al., 1999; Rubin et al., 1999; Sauder und de la Torre, 1999) mit anschlief3endem Ersatz
durch Gliazellen (Carbone et al., 1991; Hornig et al., 1999; Zocher et al., 2000) berichtet.
Dabei den Sagittal schnitten des Gehirns die Anschnittflache des Hippocampus und damit die
zadhlbare Zellzahl stark variiert, wurde in eigenen Untersuchungen reprasentativ fir den
Neuronenverlust die Dichte der Purkinje-Zellen im Kleinhirn beurteilt.

Die Purkinje-Zelldichte war bei allen Kontrolltieren und den negativen Tieren unverandert,
wahrend sie bei fast allen erfolgreich BDV-infizierten Ratten herabgesetzt war. Aulier in zwel
Fallen, in denen die Purkinje-Zellschicht nicht eindeutig zu beurteilen war, waren nur keine
Verénderungen bel den zwei Tieren zu beobachten, die auch keine Axonschwellungen auf-
wiesen. Bel dem 11 Tage alten Tier war dieses Ergebnis zu erwarten, da der Verlust von
Neuronen erst nach einigen Wochen auftritt. Dabel Tier VII NBAE.2, bei dem auch nur eine
geringe astrogliére Reaktion zu finden war, infizierte Zellen nur in Bulbus olfactorius und
Cortex zu finden waren, war auch hier ein Neuronenverlust im Kleinhirn nicht zu erwarten.
Bei keiner der vier Wochen alten Ratten war die Purkinje-Zelldichte vermindert. Das ent-
spricht bisherigen Beobachtungen, bel denen infizierte Purkinje-Zellen erst zwischen Tag 27
und 75 p.i. verloren gehen (Bautista et al., 1995; Eisenman et al., 1999; Zocher et al., 2000).
Obwohl Neurodegeneration bei adult BDV-infizierten Ratten bekannt ist, gibt es keine Be-
richte Uber den spezifischen Verlust von Purkinjezellen im Kleinhirn. Beide Mtter in den
eigenen Untersuchungen zeigten eine normale Dichte dieser Neurone. Beide zeigten Axon-
schwellungen, was fur pathol ogische Verénderungen von Nervenzellen spricht, zeigten aber
in alen Farbungen insgesamt wenig Reaktion im Kleinhirn. Wahrend bei neonatal-infizierten
Ratten die Infektion solche Areale des ZNS schédigt, die postnatal reifen, wozu auch das
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Kleinhirn gehort, scheint dieses bei der Infektion der adulten Ratte keine wichtige Rolle zu
spielen. Bei dem Modell der adult infizierten Ratte ist es daher wenig sinnvoll, die Purkinje-
Zelldichte als Parameter fir Nervenzellverlust zu wahlen.

Ein Fall, der diesbeziiglich keinem der beiden Modelle eindeutig zugeordnet werden kann,
stellt das Tier VII NBAE.4 dar. Ein Tier mit Entziindung, das aufgrund der Ergebnisse der
anderen Untersuchungen den adult infizierten Tieren zugeordnet wurde. Allerdings war bei
dieser Ratte die Purkinje-Zellzahl deutlich vermindert. Geht man davon aus, dass die M Utter
reprasentativ flr adult infizierte Tiere sind und das Kleinhirn bel diesen wenig betroffen ist,
Uberrascht das Ergebnis bei Tier VII NBAE.4. Es kann nicht ausgeschl ossen werden, dass bei
manchen adult infizierten Ratten die Zelldichte in dieser Schicht herabgesetzt sein kann. Esist
auch moglich, dass der Beginn der Infektion bei diesem und den Mittern unterschiedlich ver-
lief. Denkbar, dass die Infektion zu einem Zeitpunkt stattfand, zu dem das Immunsystem so
ausgereift war, dass eine Immunantwort wie bei den Muttertieren gegeben wurde, dass sich
aber die Purkinjezellen noch in einem Stadium befanden, in dem sie empfanglich fur virale

Schéadigungen waren und zugrunde gingen.

Insgesamt zeigen die eigenen Untersuchungen, dass das BDV, obwohl es ein nicht-zytopatho-
genes Virusist, auch in immuntoleranten Tieren starke Veranderungen in verschiedenen Zell-
arten des Gehirns hervorruft. Bei den bisherigen Untersuchungen an neugeboren infizierten
Ratten, bei denen die Tiere intrazerebra infiziert wurden, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass bei spiel sweise die beobachtete Mikrogliose oder Astrozytose durch die mechanische
Verletzung des Gewebes und nicht durch das Virus selbst hervorgerufen wurden. Bei der in
den eigenen Untersuchungen verwendeten Aerosol-Methode kann hingegen davon ausge-
gangen werden, dass alle beobachteten pathologischen Veranderungen auf die Infektion selbst
zuriickzuf Uhren sind.

Die Mehrzahl der am ersten Lebenstag infizierten Tiere wies eine starke Expression des p38-
Protein in allen Hirnarealen und eine deutliche Mikro- und Astrogliose sowie Neuronen-
schadigungen und Neuronenverlust auf. In Abwesenheit einer spezifischen Immunreaktion
und bel Ausschluss eines mechanischen Insults konnen eine Mikrogliose und eine
Astrozytose als ein direkter Viruseffekt und damit als Marker fir eine Infektion gewertet
werden. Dass diese Zellreaktionen auch bei den sehr alten NBAE-infizierten Ratten nicht
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nachliessen, lasst vermuten, dass eine Mikrogliose und Astrozytose bei persistent infizierten
Tieren lebenslang besteht.

Es gibt Indizien daflr, dass die Virusausbreitung schneller erfolgt als bei den bisher be-
kannten Methoden der Infektion, was in weiteren Untersuchungen an jungen Tieren zu Be-
ginn der Infektion bestatigt werden kdnnte. Eine Dosisabhéngigkeit konnte bei erfolgreich
infizierten Tieren nicht festgestellt werden und die Gewebsreaktion liefd auch bei besonders
alten Tieren nicht nach. Jedoch war die Infektion nicht in allen Féllen an Tag 1 erfolgreich
und hohere Virusdosen scheinen die Wahrscheinlichkeit fir das Angehen einer Infektion
wahrscheinlicher zu machen. Unter den Tieren, die mit niedrigeren Dosen infiziert worden
waren, gab es einzelne Falle, die trotz leichter astroglidrer Reaktion BDV-negativ waren, als
auch solche, die mit einer Entziindung &hnlich der der positiven Mutter reagierten, was fur
eine spétere Infektion durch die bereits infizierten Wurfgeschwister im adulten Alter spricht.
Bestétigt werden konnte in den eigenen Untersuchungen der neugeboren aerosol-infizierten
Tiere auch eine transiente Infiltration von Lymphozyten im Alter von vier Wochen wie sie bei
intrazerebral neugeboren infizierten Ratten beschrieben wird (Weissenbock et al., 2000). Es
trat eine starke Infiltration bel adult infizierten Ratten auf, die aufgrund der Morphologie und
Lokalisation der Zellen und deren Anférbung in der CD45 und CD8-1mmunhistochemie ver-
mutlich eine spezifische Immunantwort darstellen durfte.

Weiterhin sprechen die Untersuchungen dafiir, dass persistent infizierte Ratten Virus aus-
scheiden, an dem sich Kontakttiere anstecken konnen.

In zwel Féllen zeigten sich Bilder, die so bisher in der Literatur nicht beschrieben wurden.
Zum einen ein Muttertier, das zwar die Immun- und Gewebsreaktion aufwies, wie es bei adult
infizierten Ratten typisch ist, bei der aber kein BDV-Protein nachgewiesen werden konnte.
Zum anderen ein Tier (VII NBAE.2), das BDV-Protein nur in wenigen Zellen exprimierte
und auler einer leichten Erhdhung GFAP-exprimierender Zellen keine pathol ogischen
morphologischen Aufféligkeiten zeigte.

Uberraschend ist auch die Beobachtung, dass sowohl Sentinels al's auch einige NBAE-in-

fizierte Tiere ohne BDV-positive Zellen mit einer Astrogliose reagierten.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer nicht-invasiven Borna Disease Virus (BDV)-
Infektion auf das Gehirn von neugeboren infizierten Ratten untersucht. Diese Methode repré-
sentiert die allgemein anerkannte Route der intranasalen Infektion bel der Borna Krankheit.
Bei bisherigen Untersuchungen wurden neugeborene Ratten intrazerebral infiziert, was eine
wesentliche Belastung fur das Hirngewebe mit sich bringt. Die mechanischen Schadigungen
des Hirngewebes durch die Nadel einerseits und die Deposition des Inokulums andererseits
kénnen nicht klar von den Folgen der Infektion abgegrenzt werden. Um diese bisher unver-
meidlichen und unterschétzten Folgen zu vermeiden, wurden Aerosole mit definierten
Partikel grofRen aus virushaltigem Hirngewebe hergestellt und zur Infektion verwendet.

In den eigenen Untersuchungen wurden neugeboren infizierte Lewis Ratten sowie Positiv-
und Negativkontrollen und Sentinels verwendet.

Von den Gehirnen der Tiere wurden Paraffinschnitte angefertigt und neben Standard-
farbungen immunhistochemische Farbungen mit Markern fiir BDV-Protein, Immunzellen,
Astrozyten und Neurone durchgefuhrt.

18 von 30 neugeboren infizierten Ratten im Alter zwischen 90 und 740 Tagen zeigten das
typische Bild der persistierenden toleranten Infektion wie keine oder wenige klinische
Symptome in Abwesenheit einer spezifischen Immunantwort. Diese Ratten exprimierten
BDV-Protein in Zellen aller Gehirnregionen, zeigten Mikrogliose und aktivierte Astrozyten
und die Purkinjezellen im Kleinhirn waren deutlich reduziert. Zusétzlich wurden bel 15
Tieren Axonschwellungen als Anzeichen einer neuronalen Dysfunktion festgestellt.

Einige der neugeboren aerosol infizierten Ratten, die vier Wochen nach Aerosolexposition
untersucht wurden, wiesen neben einer leichten Mikroglia- und Astrozytenreaktion auch
gefél3assoziierte Infiltrate auf. Da die infiltrierenden Zellen in der Immunhistochemie mit dem
Anti-CD8-Antikorper negativ blieben, ist anzunehmen, dass es sich hierbel um eine transiente
unspezifische Immunantwort handelt. Auf3erdem zeigte eine elf Tage alte Ratte

BDV-Protein nur in einzelnen Zellen im Mittel- und Stammhirn und auf3er einer gering-
gradigen Mikrogliose keine pathol ogischen Veranderungen.

Diese frihen Veranderungen nach Aerosolexposition werden al's der Beginn einer erfolg-
reichen intranasalen I nfektion angesehen und die beobachteten histomorphol ogischen
Veranderungen kénnen als frilhe Ereignisse der Pathogenese nach nicht-invasiver BDV -

Infektion generalisiert werden.
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Im Gegensatz zu der Mehrzahl der untersuchten Ratten zeigten einige neugeboren infizierte
Tiere andere histomorphologische Veranderungen. Zwei 110 Tage alte aerosol-infizierte
Ratten wiesen eine wahrscheinlich BDV -spezifische Immunantwort auf. Beide Tiere zeigten

Infiltrate mit CD8+_1_7¢fen, eine deutliche Mikrogliose und aktivierte Astrozyten.

Wahrscheinlich war bei diesen Tieren die Infektion am ersten Lebenstag nicht erfolgreich und
die Aufnahme von BDV, vermuitlich von infizierten und virusausscheidenden Ge-
schwistertieren, fuhrte in h6herem immunkompetenten Alter zur Infektion. Dies trifft auch fir
die Multtertiere zu, von denen beide eine deutliche Entzindungsreaktion, aber nur eines Virus-
Protein in den Zellen aufwiesen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dal3 eine nicht-invasive BDV-Infektion kurz nach der Geburt zu
einem anderen Krankheitsverlauf als bel Tieren, diein eine anderen Lebensphase infiziert
werden, fuhrt: wahrend spezifische Immunreaktionen nicht vorkommen, stehen unspezifische
Entztndungs- und Hirngewebsreaktionen im Vordergrund, die lebenslang bestehen bleiben.
Diese fuhren zu Funktionsstorungen und Strukturveradnderungen verschiedener Gehirnzellen.
Es bleibt zu kléaren, ob und inwieweit diese Hirnveranderungen mit den beschriebenen

Verhaltensanomalien der Tiere in Zusammenhang stehen.
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7/ Summary

Thiswork analyzes the effects of non-invasive Borna disease virus (BDV) infection on the
brains of newborn rats, representing the commonly accepted route of intranasal infection in
Bornadisease. In previous studies newborns were usually infected by the intracerebral route,
representing a serious stress to the brain tissue. Insertion of the needle and deposition of the
inoculum cause mechanical effects on the brain tissue a priori not distinguishable from those
caused by the viral infection. To avoid this so far inevitable and underestimated effect,
aerosols with defined particle sizes were generated from virus-containing brain tissue to infect
the animals.

Newborn infected L ewis rats together with negative and positive controls and sentinels were
used in these investigations.

Paraffin-embedded sections of the brains were stained with haematoxylin and eosin (HE) and
cresyl violet (KV) and immunhistochemistry was carried out to detect BDV protein, immune
cells, astrocytes and neurons.

Eighteen of 30 newborn infected rats between 90 and 740 days of age showed the typical
pattern of persistent tolerant infection, i.e. no or only minor clinical symptoms in the absence
of aspecific immune response. These rats expressed BDV proteinsin cells of all brain
regions, microgliosis and activated astrocytes were seen and Purkinje cells in the cerebellum
were clearly reduced. In addition, axonal swellings as signs of neuronal dysfunction were
detected in the brains of 15 rats.

Several neonatal aerosol infected rats examined four weeks after exposition to aerosol showed
vessel associated infiltrates in addition to a moderate microgliosis. Due to the fact that these
infiltrating cells did not express CD8, a transient non-specific immune response is suggested.
In addition one eleven day old rat showed BDV protein only in afew cells of the midbrain
and brainstem and had no other pathological changes other than moderate microgliosis. These
early findings after aerosol exposition are regarded as beginning of a successful intranasal
infection and the observed histomorphological changes might be generalized in terms of early
events of pathogenesis after non-invasive BDV infection.

In contrast to the majority of examined rats, some newborn infected animals showed different

patterns of histomorphological alterations. Two 110 day old aerosol infected rats showed
infiltrates containing CD8+-T-ceI s, distinct microgliosis and activated astrocytes, which can

be considered a BDV-specific immune response. These rats were probably not successfully
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infected as newborns and the later uptake of BDV, most probably from infected and virus
excreting littermates, led to an infection in an immunocompetent age. Thisisalso true for
both mothers examined which showed showed a distinct immune reaction but only one had
viral proteinin cells of the brain.

Thiswork demonstrates that a non-invasive BDV-infection of newborn rats leads to a course
of illness different to those shown by animals infected at other ages. While no specific
immune responses occur, non-specific immune and cell reactions are prominent and remain a
lifetime. These reactions cause functional and structure changes in different brain cell types.
It remains unclear if and to what extent these pathological changesin the brain are connected

to the described behaviour changes.
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