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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Im Jahre 1985 gab es erste serologische Hinweise darauf, dass das Borna-Disease-Virus
(BDV) ein maogliches, atiologisches Agens flr neuropsychiatrische Krankheiten sein kénnte
(ROTT et al., 1985). In den folgenden Jahren wurden international vermehrt in-vivo-Studien
an Labortieren und psychiatrischen Patienten, u. a. mit Schizophrenie, durchgefiihrt. Der
Krankheitswert des BDV als Erreger psychiatrischer Krankheiten des Menschen ist nach wie
vor umstritten (BODE et al., 1988, CHALMERS et al., 2005, HORNIG et al., 2012).

Das Nager-Modell bietet aufgrund der hohen Empféanglichkeit der Tiere gegenliber dem BDV
eine hervorragende Mdglichkeit, den Virus-assoziierten Mechanismus der Pathogenese der
Borna Disease (BD) zu untersuchen. So findet z. B. das Ratten-Modell Verwendung bei der
Untersuchung von humanen, neurologischen Dysfunktionen wie Autismus (BRIESE et al.,
1999, PLETNIKOV et al., 1999b, HORNIG et al., 2001, SOLBRIG, 2010).

Das BDV ist ein behilltes, nicht-segmentiertes, einstrdngiges RNA-Virus mit negativer
Polaritat. Es stellt eines der am strengsten neurotropen Viren dar und zeichnet sich durch
besondere Anpassungsféhigkeit an unterschiedliche Bedingungen in neuronalem Gewebe aus
(BRIESE et al., 1994, CUBITT et al., 1994). Besondere Eigenschaften zeigen sich vor allem
in einer starken Affinitdt zu Neuronen der Hippocampus-Formation und einer hohen
Konservierung des BDV-Genoms (GOSZTONY ! und LUDWIG, 1984, GOSZTONYI et al.,
1993, SCHNEIDER et al., 1994, GOSZTONY I und LUDWIG, 1995, GONZALEZ-DUNIA et
al., 1997). Neuere Beobachtungen aus Fernost beweisen allerdings Evidenzen fiir eine BDV-
Variante, die mdglicherweise schon uber lange Zeit Bestandteil des humanen Genoms ist (LI
et al., 2013). Aus den nicht-zytolytischen Eigenschaften und dem sehr langsamen
Replikationszyklus resultiert eine persistierende Virusinfektion (HIRANO et al., 1983,
LUDWIG et al., 1988, RICHT et al., 1992).

Hinsichtlich seiner speziellen Eigenschaften reprasentiert das BDV innerhalb der Ordnung
Mononegavirales den Prototypen einer neuen Virusfamilie, der Bornaviridae (PRINGLE,
1996, GONZALEZ-DUNIA et al., 1997).

Gegenwartig ist bekannt, dass das natirliche und experimentelle Wirtsspektrum des BDV
neben Pferden und Schafen zahlreiche weitere S&ugetier- und Vogel-Spezies umfasst
(CERVOS-NAVARRO et al.,, 1981, CAPLAZI et al., 1994, HAGIWARA et al., 1996,
WEISSENBOCK et al., 1998a, BERG et al., 2001). Insbesondere bei Pferden und Schafen
kann eine natirliche Infektion mit dem BDV sowohl einen subklinischen Verlauf nehmen als
auch eine progressiv verlaufende Meningopolioenzephalomyelitis nach sich ziehen (ZWICK,
1939, HEINIG, 1969, ROTT und BECHT, 1995).
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Die Borna-Enzephalitis, die in dieser Form u. a. auch bei adult-infizierten Ratten vorkommt,
ist Uberwiegend durch immunpathologische Vorgange charakterisiert. Im Vordergrund stehen
lymphozytire Infiltrate. Wahrend diese iiberwiegend aus CD4" T-Effektorzellen bzw. T-
Helferzellen bestehen, sind im neuronalen Parenchym zytotoxische CD8" T-Zellen zu finden.
Diese fuhren zu zelluldren Degenerationen in der akuten Krankheitsphase und zu kortikaler
Atrophie in der chronischen Phase (BILZER und STITZ, 1994, BILZER et al., 1995, STITZ
et al., 2002).

Im Gegensatz dazu verlduft eine experimentelle Infektion neonataler immuninkompetenter
Lewis-Ratten ohne wesentliche Entziindungsreaktionen. Demzufolge ist sie fir die
Erforschung von direkten Viruswirkungen und Persistenzmechanismen besonders geeignet
(HIRANO et al., 1983, GONZALEZ-DUNIA et al., 2005).

Die in der hier vorliegenden Studie gewahlte aerogene Infektion neonataler Ratten (newborn
aerosol infected, NBAE) ist ein minimal-invasives Verfahren, das der natirlichen Infektion
vermutlich sehr nahe kommt. Folgen mechanischer Schadigung wie bei der intrazerebralen
Infektion sind nicht vorhanden, da der Kontakt des Virus mit dem peripheren Blut und die
nachfolgende Immunisierung vermieden werden.

In den bisherigen Arbeiten dieser Studie lieB sich - in Abwesenheit einer spezifischen
Immunantwort - das BDV-Protein in Neuronen und Gliazellen aller Gehirnregionen
nachweisen. Zusatzlich waren neuronale Degenerationen, eine verminderte Purkinjezell-
Dichte sowie Gliosen auffallig (SOLLMANN, 2007, SCHEPERS, 2009, GEHRKE, 2011). In
dem NBAE-Modell traten auBerdem Verédnderungen der Neurofilamente auf (GEHRKE,
2011).

Storungen der Neurofilamente kdnnen u. a. durch eine fehlerhafte Myelinisierung verursacht
werden, da diese die Phosphorylierung und Expression von intraaxonalen Neurofilamenten
reguliert. Gleichzeitig ist sie von essenzieller Bedeutung fiir die zytoplasmatische
Organisation und das Dickenwachstum von myelinisierten Axonen (STARR et al., 1996,
GOTOW et al., 1999).

Alterationen der Neurofilamente, wie Phosphorylierung, Mutation und Oxidation, spielen eine
wesentliche Rolle in der Pathogenese zahlreicher neurodegenerativer Erkrankungen wie
Morbus (M.) Alzheimer (STERNBERGER et al., 1985), M. Parkinson (TROJANOWSKI und
LEE, 1998), M. Charcot-Marie-Tooth (ZHAI et al., 2007) und amyotrophe Lateralsklerose
(ALS) (MANETTO et al., 1988, MURAYAMA et al., 1992). Exemplarisch ist die ALS eine
progressiv neurodegenerative Krankheit mit unbekannter Atiologie. Charakteristisch ist der
Verlust zahlreicher groRer Motorneurone in Rickenmark, Stammhirn und motorischem
Kortex. Als pathogenetischer Faktor wird die Akkumulation der schweren Neurofilament-



EINLEITUNG

Untereinheit (NF-H) im neuronalen Perikaryon diskutiert (ROWLAND und SHNEIDER,
2001, MENDONCA et al., 2005). Fraglich ist, ob Viren die Fahigkeit besitzen, derartige
Verdanderungen in Neurofilamenten zu verursachen.

Epidemiologische Studien zeigen, dass Virusinfektionen zu neurodegenerativen Erkrankungen
des Menschen beitragen kénnen. Ein entsprechendes Beispiel ist die Influenza-Pandemie im
Jahre 1957. Kontrovers wird diskutiert, ob eine maternale Influenza-Infektion wéhrend der
spaten Schwangerschaft das Risiko fiir das Auftreten von Schizophrenie beim Kind erhoht
(MEDNICK et al., 1988, O'CALLAGHAN et al., 1991).

In der hier durchgefiihrten Studie wurden neben Neuronen, den Hauptzielzellen des BDV, im
Laufe der Infektion weitere Zelltypen infiziert. Oligodendrozyten, die bei adult-infizierten
Ratten kaum betroffen sind (BILZER und STITZ, 1993), zeigten Dbeispielsweise
Verénderungen in Morphologie und Verteilung innerhalb des Gehirns. Die nachgewiesene
Dysmyelinisierung ist moglicherweise eine Folge von Funktionsstérungen der
Oligodendrozyten (SCHEPERS, 2009). In diesem Zusammenhang spielen auch Funktion und
Wirkung der Mikroglia eine tragende Rolle, die in NBAE-Ratten-Gehirnen bislang nicht
ausreichend untersucht wurden. Bekannt ist jedoch, dass die Aktivierung der Mikroglia in
Verbindung mit der Ausschittung proinflammatorischer Zytokine z. B. Purkinjezellen
schadigen kann (OVANESOV et al., 2006, KAUR et al., 2012).

In der NBAE-Studie wurden bisher im Wesentlichen Tiere bis zu einem Alter von etwa sechs
Monaten untersucht. Fokus dieser Arbeit sind neuropathologische Langzeitverédnderungen bis
zu einem Alter von zwei Jahren. Mittels semiquantitativer Untersuchungen wird verdeutlicht,
wie sich verschiedene Zellpopulationen, darunter Purkinjezellen, Oligodendrozyten,
Astrozyten und Mikroglia, wahrend des Alterungsprozesses sowie im Laufe der persistenten
BDV-Infektion verhalten. Nach wie vor bleibt die genaue Bedeutung des Myelins als
Bestandteil der weilen Substanz innerhalb der BDV-Wirt-Wechselbeziehung in Abwesenheit
immunpathologischer Einflisse ungeklart. Es wird diskutiert, ob Entziindungsreaktionen
wéhrend des Verlaufs der BD einen gewissen protektiven Effekt auf die weile Substanz
austiben, der bei der Infektion immuninkompetenter Tiere ausbleibt. In diesem
Zusammenhang stellt sich weiterhin die Frage nach Ursache und Wirkung von Axonopathie
und Myelinopathie.

Diese Untersuchungen und Uberlegungen sollen zum Verstindnis der komplexen
Zusammenhange der BDV-assoziierten Neuropathogenese beitragen.

Der NBAE-Versuch wurde im Institut fir Immunologie des Friedrich-Loeffler-Instituts in

Tubingen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. L. Stitz durchgefiihrt.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Historische Aspekte der Borna Disease

,Das Pferd ist anfénglich traurig und versaget sein Futter; es &Rt den Kopf und die Ohren
hangen, hat Hitze und Schleim im Maul, triibe und wassrige Augen; wanket im Gehen hin und
her, als ob es schwindlig wire; [...] driicket den Kopf gegen die Mauer, [...] endlich fallt es in
convulsive Bewegungen, woran es meistens das Leben ldsset.

So beschrieb von Sind 1767 in seinem Buch ,,Der im Feld und auf der Reise geschwind
heilende Pferdearzt [...] im Kapitel ,,Von Krankheiten des Hauptes iiberhaupt* erstmals die
Symptome der ,Kopfkrankheit“ bei Pferden (VON SIND, 1767). In anderen
,Pferdeheilbiichern” wurde ebenfalls von dhnlichen Krankheitszeichen berichtet. Galiberti
erwahnte bereits im Jahre 1660 derartige klinischen Auffélligkeiten (GALIBERT]I, 1660).

Im 19. Jahrhundert war die Rede von einer ,hitzigen Kopfkrankheit* oder ,,Dummkoller der
Pferde”, die zwei Drittel des Pferdebestandes auf der Schwibischen Alb im Siidwesten
Deutschlands sterben lie (AUTENRIETH, 1823).

Worz vermutete 1858, dass ,,die halb-acute Gehirn-Entziindung oder Kopf-Krankheit der
Pferde* vererblich sei, vorrangig im Friihling beobachtet werde und sich von Jahr zu Jahr in
unterschiedlicher Starke ereigne (WORZ, 1858).

In den Konigreichen Bayern und Wirttemberg sprach man von ,subacuter
Gehirnentziindung* (ZANGER, 1863, FRIEDBERGER und FROHNER, 1896).

In vielen Verdffentlichungen fanden sich Synonyme wie ,,Encephalitis et Myelitis enzootica
equi“, ,,Encephalomyelitis enzootica“, ,epidemische Genickstarre”, ,,Genickkrampf®,
HHirnwuth®, , Meningitis cerebrospinalis enzootica“, ,,Meningitis subacuta cerebrospinalis®,
,Meningoencephalomyelitis simplex enzootica  equorum®, ,Nervenkrankheit,
,,Polioencephalomyelitis non purulenta infectiosa“ und ,,Schlafsucht®.

Diese Gehirn- und Riickenmarksentziindung der Pferde trat im Jahre 1879 in der sachsischen
Region um Auerbach, Plauen, Zwickau und im séchsischen oberen Vogtland auf
(DURRWALD und LUDWIG, 1997).

Entsprechend der ,Berichte iiber das Veterindrwesen im Konigreich Sachsen® gab es
zusétzlich  lokale  Krankheitsfalle vor allem bei Kavalleriepferden in  der
»2Amtshauptmannschaft Borna“, einer Region in der Ndhe von Leipzig gelegen und als
Endemiegebiet angesehen (WALTHER, 1899).

In der Berliner tierdrztlichen Wochenzeitschrift berichteten Tierarzt Kohl und ,,OberroBarzt*
Gensert von der Meningitis cerebrospinalis als ,,Borna’sche Krankheit“ (GENSERT, 1896,
KOHL, 1896). Nach wissenschaftlicher Verwendung dieses Namens im 20. Jahrhundert
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etablierte sich die englische Ubersetzung: Borna Disease (DANNER und MAYR, 1973,
LUDWIG et al., 1973).

Erste wissenschaftliche Erkenntnisse Uber Symptomatik und mégliche Ursachen erlangte man
um das Jahr 1900 (SIEDAMGROTZKY und SCHLEGEL, 1896, DEXLER, 1900, JOEST
und DEGEN, 1909a).

2.2. Epidemiologie

Die BD ist seit vielen Jahrzehnten als progressive Meningopolioenzephalomyelitis
hauptséchlich bei Pferden und Schafen bestimmter endemischer Gebiete in Zentraleuropa
bekannt (LUDWIG et al., 1985, GRABNER und FISCHER, 1991). Zu den urspringlichen
Endemiegebieten gehtren Baden-Wirttemberg, Bayern, Hessen, Sachsen, Sachsen-Anhalt
und Thiiringen sowie das obere Rheintal zwischen dem Fiirstentum Liechtenstein, Osterreich
und der Schweiz (ROTT und BECHT, 1995, RICHT et al., 1997, WEISSENBOCK et al.,
1998b, CAPLAZI et al., 1999). Inzwischen weil man, dass das geographische Vorkommen
des BDV weitaus groRer ist, als angenommen.

AuRerhalb von Zentraleuropa gibt es Virus- bzw. Antikoérper (AK)-Nachweise, u. a. in China
(HAGIWARA et al., 2001), Finnland (KINNUNEN et al., 2007), Frankreich (GALABRU et
al., 2000), GroRbritannien (REEVES et al., 1998), Japan (HAGIWARA et al., 1996,
OKAMOTO et al., 2002), im Iran (BAHMANI et al., 1996), in Israel (MALKINSON et al.,
1995), Schweden (LUNDGREN et al., 1993), in der Turkei (HELPS et al., 2001, YILMAZ et
al., 2002, YESILBAG et al., 2012) und in den USA (KAO et al., 1993).

Diese Angaben stammen allerdings aus Prévalenzstudien, die das Vorkommen des BDV
bestatigen, nicht aber in jedem Falle die klinische Symptomatik.

Beobachtungen der BD auRerhalb der endemischen Gebiete sind selten. Beschreibungen bei
Pferden stammen aus Japan (HAGIWARA et al.,, 2000, TANIYAMA et al., 2001,
WEISSENBOCK et al., 2002) und Schweden (BERG et al., 1999). Zudem wird iiber die BD
bei domestizierten Katzen (NAKAMURA et al., 1999b) und einem Hund in Japan berichtet
(OKAMOTO et al., 2002).

Das Wirtsspektrum ist ebenfalls weitaus breiter als vermutet. Fast alle Tierarten, inklusive
Primaten, sind experimentell infizierbar (STITZ et al., 1981, LUDWIG et al., 1988, ROTT
und BECHT, 1995). Unter den Sdugetieren gelten neben Pferden und Schafen sowohl Hunde
(WEISSENBOCK et al., 1998a), Kaninchen (METZLER et al., 1978), Katzen (LUNDGREN
et al., 1993, BERG und BERG, 1998, REEVES et al., 1998), Rinder (CAPLAZI et al., 1994,
HAGIWARA et al., 1996), Ziegen (CAPLAZI et al., 1999) als auch Wildtiere wie Flchse
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(DAUPHIN et al., 2001) und Luchse (DEGIORGIS et al., 2000), auerdem Zootiere wie
Affen, Alpakas, Faultiere, Flusspferde und Lamas (SCHUPPEL et al., 1994, ROTT und
BECHT, 1995, SCHUPPEL et al., 1995, JACOBSEN et al., 2010) als empfanglich. Daneben
wurde das BDV aus wildlebenden Végeln isoliert (BERG et al., 2001).

In einer israelischen StrauBenfarm gab es Falle von BDV-induzierten Paralysen
(MALKINSON et al., 1995). Vor einigen Jahren brachte man das Krankheitsbild der
neurogenen Driisenmagendilatation (Proventricular Dilatation Disease, PDD) bei Psittaziden
mit einer anderen BDV-Variante, dem avidren Bornavirus (ABV) in \erbindung
(HONKAVUORI et al., 2008). Nach wie vor gibt es Untersuchungen, die diese Annahme
unterstiitzen (PIEPENBRING et al., 2012, HEFFELS-REDMANN et al., 2012, NEDOROST
etal., 2012).

Welche Tiere das BDV latent ausscheiden und wie die Ubertragung detailliert ablauft, lieR
sich bislang nur unvollstandig klaren. Aufgrund der Virus-Ausscheidung tber Nasensekret,
Speichel, Urin und Faeces werden Fiichse (DAUPHIN et al., 2001), Nagetiere (SIERRA-
HONIGMANN et al., 1993, BERG et al., 1998), Spitzmause (HILBE et al., 2006, PUORGER
et al., 2010, BOURG et al., 2013, NOBACH et al., 2014) sowie Wildvdgel (BERG et al.,
2001) als Reservoir des BDV in Betracht gezogen. Die saisonale Dynamik mit Haufung von
klinischen Ausbriichen im Frihling und Frihsommer l&sst eine Transmission Uber Vektoren
vermuten (ROTT und BECHT, 1995).

Als Ubertragungsweg gilt die olfaktorische Route als sehr wahrscheinlich, da bei der
experimentellen Infektion von Ratten die virale Ausbreitung (ber olfaktorische Neurone ins
limbische System nachgewiesen wurde (CARBONE et al., 1987, MORALES et al., 1988).
Fir eine Tropfcheninfektion spricht zusétzlich der Nachweis von viraler RNA in nasalen und
konjunktivalen Sekreten sowie im Speichel (RICHT et al., 1993).

In der initialen Phase der Infektion zeigen sich beim Pferd inflammatorische Reaktionen und
Odeme im Bulbus olfactorius (JOEST und SEMMLER, 1911, LUDWIG et al., 1988). Neben
der horizontalen Transmission wurde vereinzelt beim Pferd (HAGIWARA et al., 2000) und
experimentell bei der Maus (OKAMOTO et al., 2003) der vertikale Ubertragungsweg
beschrieben.

Seit Jahrzehnten gibt es Hinweise fiir BDV-Infektionen beim Menschen. Nach wie vor
werden sowohl der zoonotische Aspekt als auch die Pathogenese des BDV im Zusammenhang
mit neuropsychiatrischen Erkrankungen kontrovers diskutiert (AMSTERDAM et al., 1985,
RICHT und ROTT, 2001, BILLICH et al., 2002, CHALMERS et al., 2005).
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2.3. Das Borna-Disease-Virus

2.3.1. Allgemeine Eigenschaften

Als Ausloser fir die BD gilt das BDV. Dieses behiillte, sphérische Virus enthélt eine nicht-
segmentierte Einzelstrang-RNA mit negativer Polaritdt und einem helikalen Nukleokapsid
(CARBONE et al., 1987, DE LA TORRE et al., 1990, BRIESE et al., 1994, CUBITT et al.,
1994, ZIMMERMANN et al., 1994, KOHNO et al., 1999, PEREZ et al., 2003). Es zeigt sich
empfindlich gegeniiber organischen Ldsungen, Detergenzien, Hitze, UV-Strahlung und sauren
pH-Werten (DUCHALA et al., 1989, KAADEN et al., 2002).

Hinsichtlich seines speziellen Charakters représentiert das BDV innerhalb der Ordnung
Mononegavirales den Prototypen einer neuen Virusfamilie, der Bornaviridae (DE LA
TORRE, 1994, PRINGLE, 1996, GONZALEZ-DUNIA et al., 1997).

Tabelle 2-1: Ordnung der Mononegavirales

Familie/Unterfamilie Gattung Art

Bornaviridae Bornavirus Borna-Disease-Virus (BDV)

Filoviridae Ebolavirus Zaire-Ebolavirus (ZEBOV)
Marburg-Virus Lake Victoria Marburgvirus

Paramyxoviridae

Paramyxovirinae Respirovirus BPIV-3, HPIV-1, SeV
Morbillivirus Masernvirus, Canine Distemper Virus
Rubulavirus Mumpsvirus

Pneumovirinae Pneumovirus BRSV, HRSV
Metapneumovirus TRTV

Rhabdoviridae Vesikulovirus VSIV

Lyssavirus Tollwutvirus
Ephemerovirus BEFV
Novirhabdovirus IHNV der Salmoniden
Cytorhabdovirus BNYV, LNYV

Nukleorhabdovirus PYDV

In Anlehnung an: International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
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In Bezug auf die Genomorganisation finden sich innerhalb dieser Ordnung &hnliche
Eigenschaften bei den Filoviridae, Paramyxoviridae und Rhabdoviridae (MCCLURE et al.,
1992, GOSZTONYI et al.,, 1993, KAADEN et al., 2002). Dem gegenliber ist das BDV-
Genom mit einer L&nge von etwa 8,9 kb kleiner als das der anderen Mitglieder dieser
Ordnung. Ein weiterer Unterschied sind die intranukledre Replikation und Transkription.
Dabei nutzt das BDV RNA-Spleiimechanismen zur Regulation seiner Genomexpression (DE
LATORRE, 1994, SCHNEEMANN et al., 1995, CUBITT et al., 2001).

Vorrangig in den hippocampalen Ganglienzellen des Wirts lassen sich typische
Einschlusskdrperchen nachweisen, die bis heute als postmortales BD-Diagnostikum dienen
(JOEST und DEGEN, 1909b). Die Eigenart des intranukledren Replizierens und
Transkribierens weisen innerhalb der Mononegavirales nur noch Pflanzen-assoziierte
Rhabdoviren auf (BRIESE et al., 1992, CUBITT et al., 1994, PYPER et al., 1998).

Des Weiteren ist die Transmission entlang von neuronalen Axonen als Gemeinsamkeit mit
dem zu den Rhabdoviren gehdrenden Tollwutvirus beispielhaft zu nennen (TSIANG, 1979,
CARBONE et al., 1987).

2.3.2. Das BDV-Genom

Ein besonderes Charakteristikum des BDV ist eine hohe Genomkonservierung. Bei
unterschiedlichen Virus-Isolaten kann es jedoch zu Differenzen in der phenotypischen
Expression kommen (SCHNEIDER et al., 1994, STAEHELI et al., 2000). Angenommen wird,
dass es weitere, noch nicht klassifizierte Subtypen gibt.

In Osterreich wurde der Stamm No/98 aus einem Pferd isoliert. Dieser unterscheidet sich zu
15 % von den Referenzstdmmen V und He/80 (NOWOTNY et al., 2000).

Aus einem Rind in Japan isolierte man den BDV-Stamm Bo/04w, der in infizierten Zellen die
Expression des Phosphoproteins P effektiver als Referenzstimme regulieren soll
(WATANABE et al., 2007).

Des Weiteren wird von einem humanen BDV-Stamm berichtet, der aus einem Patienten mit
bipolarer Stérung isoliert wurde und die Bezeichnung Hu-H1 tragt (LI et al., 2013).

Die RNA-Genomsequenz des BDV enthdlt sechs offene Leserahmen (ORF), die wiederum
sechs unterschiedliche Proteine kodieren (DE LA TORRE, 1994, SCHNEEMANN et al.,
1995, DE LA TORRE, 2002).
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Nukleoprotein: Das Nukleoprotein N ist relevant fir den nukledren Import und Export. Es
besteht aus 370 Aminoséuren (aa) und kann zwei Isoformen (p38 und p40) aufweisen
(SCHNEEMANN et al., 1994, SCHWEMMLE et al., 1998).

Phosphoprotein: Das Phosphoprotein P (p24) ist 201 aa lang und besitzt ein
Molekulargewicht von 24 kDa. Es wirkt als Co-Faktor fur die Transkription und Replikation
(SCHWEMMLE et al., 1998, KOHNO et al., 1999).

Matrixprotein: Das 142 aa lange und 16 kDa schwere Matrixprotein M (p16) wird
posttranslational zu gp18 glykosyliert. Es spielt eine Rolle bei der Membranstabilisierung und
Kontaktaufnahme zwischen Virus und Wirtszelle (BRIESE et al., 1994, CUBITT et al., 1994,
NEUMANN et al., 2009).

Glykoprotein: Das Glykoprotein G (gp94) besteht aus 503 aa und hat nach N-Glykosylierung
ein Molekulargewicht von 94 kDa. Nach Spaltung in zwei Untereinheiten dienen GP-N der
Rezeptorbindung und GP-C der Vermittlung der Fusion zwischen Wirtsmembran und Virus-
Hille (GONZALEZ-DUNIA et al., 1998, PEREZ et al., 2001).

Polymerase: Das groBte Virusprotein mit einem Molekulargewicht von 190 kDa und einer
Lange von mehr als 1700 aa ist die RNA-abhdngige Polymerase L (p190). Sie ist
moglicherweise relevant fur die Virus-Wirtszell-Interaktion (BRIESE et al., 1994, CUBITT et
al., 1994).

Protein X: Das Protein X (p10) wirkt als Negativ-Regulator der Polymerase und ist damit
wichtig fir die Viruspersistenz (SCHWARDT et al., 2005).

Abbildung 2-1: BDV-Genom

[p10]
3 =N - L =5

Abbildung modifiziert aus: DE LA TORRE, 2006

Die Abbildung zeigt die sechs sich teilweise (iberlappenden, offenen Leserahmen (ORF) im
BDV-Genom.

G = Glykoprotein; L = RNA-abhdngige RNA-Polymerase; M = Matrixprotein; N =
Nukleoprotein; P = Phosphoprotein; p10 = Protein X, Nichtstrukturprotein p10
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2.3.3. Persistenz

Aufgrund der Funktionen viraler Proteine und der Tatsache, dass das BDV per se nicht-
zytolytisch ist, stellt die Persistenz eine Besonderheit der BDV-Infektion dar (LUDWIG et al.,
1988).

Als Negativ-Regulator der Polymerase wird dem Protein X eine entscheidende Bedeutung
zugeschrieben. In der initialen Phase der Infektion ist sein Nachweis nicht mdglich. Nach
vollstandiger Infektion der Wirtszelle lasst sich schlieBlich im Zellkern ein Verhéltnis der
Proteine X, P und N von 1:6:40 nachweisen. Die Replikationsrate verringert sich, sobald die
Polymerase bei einer 30%igen X-Konzentration gehemmt wird (SCHWARDT et al., 2005).
Wahrend multipler Zellpassagen steuert das BDV die Verkiirzung der 3"- und 5°-Enden um
ein bis vier Nukleotide und moduliert damit die Promotor-Aktivitdt (ROSARIO et al., 2005,
SCHNEIDER, 2005).

Ein weiterer Angriffspunkt ist der G2-Checkpunkt, der im Zellzyklus den Eintritt der Zelle in
die Mitose nach Abschluss der DNA-Replikation kontrolliert (RUSSELL, 1998) (Abb. 2-2).
Dabei reguliert die Cyclin-abhéngige Kinase (CDK1 bzw. CDC2) die G2-Mitose-Transition
(BODDY et al., 1998). Durch Interaktion des Nukleoproteins N mit dem CDC2-Cyclin-B1-
Komplex wird die Wachstums-Phase G2 und damit der gesamte Zellzyklus verlangert
(PLANZ et al., 2003).

Um zusétzlich vom Immunsystem unerkannt zu bleiben, wird die Glykoprotein G-Expression
auf der Zellmembran der Wirtszelle reduziert. G ist im endoplasmatischen Retikulum bzw.
Golgi-Apparat lokalisiert (EICKMANN et al., 2005).

Abbildung 2-2: Zellzyklus

GO Vereinfachte Darstellung des Zellzyklus mit
funktioneller Position des CDC2-Cyclin-B1-
Komplexes (G2-Checkpunkt).

GO0 = Ruhe-Phase; G1 = erste Wachstums-
Phase (Zellwachstum, Bildung von
Organellen, Proteinbiosynthese, RNA-
Synthese); G2 = zweite Wachstums-Phase
(weiteres Wachstum, Prifung der Replikation);
M = Mitose (Zellteilung); S = Synthese
(Replikation der Chromatiden bzw. DNA)

Abbildung modifiziert aus: DANIEL, 2003
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2.4. BDV-Infektion

2.4.1. Natirliche BDV-Infektion beim Tier

Eine natdrliche Infektion mit dem BDV induziert die BD. Diese ansteckende Erkrankung ist
durch eine akute bis subakute, seltener chronische, nicht-eitrige Meningoenzephalomyelitis
charakterisiert (ZWICK und SEIFRIED, 1925). Sie tritt hauptséchlich bei Pferden und
Schafen auf (LUDWIG et al., 1985, GRABNER und FISCHER, 1991). Auch andere Spezies
koénnen betroffen sein (Kap. 2.2.).

Speziell bei Pferden verlauft die BD mit einer Inkubationszeit von etwa einem Monat eher
subklinisch bei persistenter Infektion. Die initiale Phase ist durch unspezifische Symptome,
wie Inappetenz und Fieber, gekennzeichnet. Bei fortgeschrittener Erkrankung zeigen die Tiere
sowohl Verhaltensauffélligkeiten, wie gestortes Fressverhalten und apathische Zusténde, als
auch koordinative und motorische Stérungen, darunter Ataxie und Propriozeptionsstérungen,
sowie Blindheit. Im Endstadium kann es zu Paralyse und Konvulsion kommen (LUDWIG et
al., 1988, ROTT und BECHT, 1995).

Die Symptomatik wird generell durch immunologische, gegen Nervenzellen gerichtete
Reaktionen hervorgerufen (BILZER und STITZ, 1996) (Kap. 2.4.4.1.1.). Histopathologisch
ist eine nicht-eitrige  Meningoenzephalomyelitis mit perivaskuldren, rundzelligen
Entzundungsinfiltraten typisch. Diese Infiltrate, welche u. U. ins ZNS-Parenchym migrieren
konnen, bestehen weitestgehend aus Lymphozyten, Monozyten und Plasmazellen (BILZER et
al., 1995, GOSZTONY | und LUDWIG, 1995, BILZER und STITZ, 1996). Das histologische
Bild beim Pferd gleicht dem der adult-infizierten Ratte in der akuten und subakuten
Infektionsphase (STITZ et al., 1993). Weitere Befunde sind Astrogliosen und azidophile
intranukledre Joest-Degen-Einschlusskdrperchen in  Neuronen, gelegentlich auch in
Gliazellen. Diese entsprechen akkumulierten Virusproteinen (ROTT und BECHT, 1995).
Besonders die Neuronen des limbischen Systems und der Amygdala werden von dem
neurotropen BDV infiziert (GOSZTONY1 und LUDWIG, 1984, GOSZTONY | und LUDWIG,
1995).

Die BD beim Schaf &hnelt der des Pferdes in Klinik und Histopathologie. Sie ist jedoch
wesentlich schwécher ausgepragt und verlduft hdufig subklinisch und seltener todlich (ROTT
und BECHT, 1995).

Vermutlich steht auch die ,,Staggering Disease“ der Katze im Zusammenhang mit dem BDV.
Auch dabei treten Verhaltensalterationen, Ataxie und fehlende Stellungsreaktionen auf.
Histologisch besteht ebenfalls eine nicht-eitrige Meningoenzephalomyelitis (KRONEVI et al.,
1974, LUNDGREN et al., 1993, REEVES et al., 1998, WENSMAN et al., 2013).

1
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2.4.2. Differenzialdiagnosen

Beim Pferd sollten andere Enzephalitiden oder Erkrankungen, die mit &hnlicher Symptomatik
einhergehen, differentialdiagnostisch von der BD unterschieden werden. Dazu zéhlen
Krankheiten, die durch Bakterien, Viren, Toxine (z. B. hepatoenzephales Syndrom) oder
sonstige Einfllsse verursacht werden.

Neurologische Auffalligkeiten treten ebenso bei posttraumatischen Zustdnden von Gehirn und
Rickenmark (BACH et al., 2014), bei Tetanus (GREEN et al., 1994), Botulismus
(OSTROWSKI et al., 2012) und Tollwut (JOYCE und RUSSEL, 1981) sowie Infektionen mit
Leptospiren (PEARCE et al., 2007), Listerien (SEELIGER, 1958) und dem Equinen Herpes
Virus-1 (EHV-1) (PURSELL et al., 1979) auf.

Weitere Ursachen konnen raumfordernde Prozesse, wie Tumoren (HOLSHUH und
HOWARD, 1982) oder Druse-bedingte metastasierte Abszesse (BOYLE, 2011), und
Hydrozephalus (OEY et al.,, 2011) sein. Nicht zu vernachl&ssigen sind physikalische
Einfllsse, d. h. Hitzschlag (VAN DAMSEN, 2012), und andere kreislaufbedingte Stérungen.
Bei Motilitatsstorungen sollten zudem Uberanstrengung, Hufrehe (HAMILTON-FLETCHER,
2004), hereditdare Ataxie (GERBER et al., 1995), Equine Infektiose Andmie (EIA)
(BOULANGER und AVERY, 1975) sowie Epilepsie (VAN DER REE und WIJINBERG, 2012)

in Betracht gezogen werden.

2.4.3. BDV-Infektion beim Menschen

Da das BDV eine naturliche Affinitdt zu Neuronen im limbischen System besitzt
(GOSZTONY1 und LUDWIG, 1984, GOSZTONY I und LUDWIG, 1995), kdnnen vegetative
Funktionen, Ged&chtnis- und Denkprozesse sowie Motivation und Emotion u. U. gestort
werden. Das limbische System, eine phylogenetisch alte Gehirnstruktur, tragt eine wichtige
Funktion in der Interaktion des Individuums mit seiner Umwelt. Aufgrund der zelluldren
Immunantwort auf das BDV werden infizierte Neuronen zerstért und somit die Psyche
beeintréchtigt.

Ende der 1970er Jahre kam es bei experimentell infizierten Spitzhdrnchen zu einer
persistenten Infektion und folglich zu Verhaltensauffalligkeiten (SPRANKEL et al., 1978).
Man beobachtete ebenso bei Rhesusaffen Verhaltensdnderungen und neurologische
Symptome als Folge der experimentellen Infektion mit dem BDV (STITZ et al., 1981).
Derartige Stérungen sind auch bei Menschen mit psychiatrischen Erkrankungen
nachgewiesen. Dazu zéhlen u. a. Angstzustande, abnormes Sozialverhalten, Stereotypien
sowie Hyperaktivitat (BRIESE et al., 1999, PLETNIKOV et al., 2002).

12
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Aufgrund des breiten Wirtsspektrums des BDV sowie mdéglicher Zusammenhange zwischen
humanen psychiatrischen Dysfunktionen und BDV-induzierten Verhaltensauffélligkeiten in
Tiermodellen wurden seroepidemiologische Studien mittels Immunfluoreszenz-Analyse (IFA)
durchgefiihrt.

Diverse Studien lieRen den Verdacht einer Assoziation von BDV-Infektionen mit
neuropsychiatrischen  Erkrankungen des Menschen wie bipolaren Stdrungen und
Schizophrenie zu. Basis dafiir sind die im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen erhéhten
BDV-spezifischen 1gG-AK-Titer im Blut psychiatrischer Patienten (AMSTERDAM et al.,
1985, ROTT et al., 1985). Zusatzliche serologische Untersuchungen, beispielsweise mittels
Enzyme-linked Immunoabsorbant Assays (ELISA) oder Western Blot, filhrten zu &hnlichen
Annahmen (BODE et al., 1988, BECHTER et al., 1992, SAUDER et al., 1996, GONZALEZ-
DUNIA et al., 1997, FUKUDA et al., 2001, HEINRICH und ADAMASZEK, 2010).

Der eventuelle Krankheitswert des BDV als Erreger humaner psychiatrischer Krankheiten gilt
nach wie vor als umstritten (ROTT et al., 1985, BODE et al., 1988, CHALMERS et al., 2005,
HORNIG et al., 2012). Einer der Griinde dafir ist das Fehlen eines validierten Systems zur
Diagnose von BDV-Infektionen.

In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen zur Detektion spezifischer AK
und viraler RNA durchgefiihrt. Entsprechende serologische Tests weisen jedoch Divergenzen
in Sensitivitdt und Spezifitdt auf. Tierische BDV-spezifische AK besitzen eine stérker
ausgepragte Affinitdt zu den entsprechenden Virus-Proteinen als humane AK. Daraus lasst
sich eine unspezifische Antigen (AG)-AK-Bindung bei serologischen Tests mit humanem
Serum schlussfolgern (ALLMANG et al., 2001). Trotz geringer AK-Affinitdt wird eine
Spezifitat fur BDV bei psychiatrischen Patienten diskutiert (BILLICH et al., 2002).

Diverse Testverfahren zur Detektion von BDV-spezifischen AK, BDV-AG und -RNA stehen
gegenwartig zur Verfiigung (Tab. 2-2).

Zu den Moglichkeiten der AK-Erkennung zé&hlen z. B. Electrochemiluminescence
Immunoassay (ECLIA), ELISA, IFA und Western Blot.

Fir ECLIA sowie Western Blot verwendet man mehrere AG, die bei vorliegender
Seropositivitat von AK im menschlichen Serum erkannt werden. Dafiir nutzt man die BDV-
Proteine N und P, die bei spontan infizierten Pferden detektiert wurden (FU et al., 1993,
WALTRIP et al., 1995, SAUDER et al., 1996, YAMAGUCHI et al., 1999, RYBAKOWSKI et
al., 2002).

Um das Risiko von Kreuzreaktionen zu minimieren und die Sensitivitdt zu optimieren,
werden beim ELISA rekombinantes, gereinigtes BDV-Protein und monoklonale AK
verwendet (FU et al., 1993, CHEN et al., 1999, YAMAGUCHI et al., 1999).

13
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Die IFA eignet sich aufgrund von Kreuzreaktionen nicht zur Differenzierung von BDV-
spezifischen AK und Auto-AK, welche hdufig bei psychiatrischen Dysfunktionen auftreten
(GANGULI et al., 1992, COUTINHO et al., 2014, HANLY, 2014).

BDV-Proteine kdnnen mit Hilfe von antigen-capture-ELISA und Durchflusszytometrie
(FACS) nachgewiesen werden.

Zur Detektion der AG eignen sich u. a. antigen-capture-ELISA oder Sandwich-ELISA unter
Anwendung von monoklonalen AK sowie polyklonalen Anti-Seren. Als nitzlich erweist sich
dabei die spezifische Bindung zweier AK an unterschiedliche Epitope eines AG. Bei der BDV-
Infektion soll dieser Test spezifische, zirkulierende Immunkomplexe (CIC) und deren
Interaktion mit Plasma-AG (p40/p24) sowie BDV-AK nachweisen (BODE et al., 2001).
Mittels FACS wurden AK gegen die viralen Proteine N und P aus monoklonalen Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) bei psychiatrischen Patienten nachgewiesen (BODE et al., 1994).
Aufgrund von Unstimmigkeiten zwischen dem Nachweis von BDV-RNA und viralen AG
sowie fehlenden gesunden Kontrollen galt diese Untersuchung als kritikwirdig
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1997). Die Annahme einer Detektion von BDV-spezifischem
AG in menschlichen Proben mittels antigen-capture-ELISA konnte dariiber hinaus durch
genauere Tests wie die gRT-PCR (siehe weiter unten) aufgrund von nachgewiesenen
Kreuzreaktionen widerlegt werden (WOLFF et al., 2006).

Weitere Zweifel kamen bei der Infektion neonataler Ratten auf, bei der selten BDV-AG in
PBMC zeitgleich mit dem RNA-Nachweis vorhanden waren (SIERRA-HONIGMANN et al.,
1993, SAUDER und DE LA TORRE, 1998, FURRER et al., 2001).

Mitte der 90er Jahre wurde in psychiatrischen Patienten das Vorhandensein viraler RNA mit
Hilfe der Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) belegt (BODE, 1995).
Eine PCR-Variante ist die Real-time RT-PCR bzw. gRT-PCR, bei der eine reverse
Transkriptase zur Umwandlung von BDV-RNA in DNA zum Einsatz kommt und eine
Konzentrationsbestimmung aus Blut oder Gehirnmaterial in Echtzeit stattfindet
(SCHINDLER et al., 2007, WENSMAN et al., 2007, POROMBKA et al., 2008).

Positive PCR-Resultate galten nicht selten als eine Folge von Labor-Kontaminationen. Davon
abgesehen, fand man neue BDV-Varianten, die von tblichen Markern nicht detektiert wurden
(SCHWEMMLE et al., 1999, LUDWIG und BODE, 2000, NOWOTNY et al., 2000, LI et al.,
2013).

Ob schlieBlich eine Kausalitat von BDV-Infektionen und psychiatrischen Erkrankungen beim
Menschen besteht, kann nur durch die Entwicklung validierter Tests eruiert werden.
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Tabelle 2-2: Methoden zum Nachweis des BDV

Intra vitam Post mortem

Antikdrper ECLIA ELISA

ELISA IFA

IFA Western Blot

Western Blot
Antigen antigen-capture-ELISA Immunhistochemie (Gehirnschnitte)

FACS Western Blot (Gehirnmaterial)
RNA RT-PCR (Blut, Nasalsekret) in-situ-Hybridisierung (Gehirnschnitte)

RT-PCR (Gehirnmaterial, PBMC)

Tabelle modifiziert aus: BILLICH, 2002

2.4.4. Tier-Modelle

Die erste experimentelle Infektion mit dem BDV fand in den 1920er Jahren an Kaninchen
statt. Diese wurden zuvor mit dem Gehirnhomogenat eines an BD erkrankten Pferdes
intrazerebral infiziert (ZWICK und SEIFRIED, 1925). Es folgte die Passagierung in
Kaninchen und die Riickibertragung von ultrafiltriertem Gehirnmaterial auf ein urspriinglich
gesundes Pferd. Dieses erkrankte anschlieRend an BD. Somit wurde die Atiologie des BDV
bestitigt (DURRWALD und LUDWIG, 1997).

Die folgenden Jahre brachten die Entwicklung verschiedener Virus-Stammlinien hervor.
Aktuell finden vorrangig zwei BDV-Referenzstdmme Verwendung. Der Stamm V wurde 1927
aus Kaninchen gewonnen, die mit dem Gehirnmaterial eines an BD erkrankten Pferdes
erfolgreich infiziert worden waren (ZWICK et al., 1927). Der Stamm He/80 (Hessen 1980)
wurde in GielRen aus einem an BD erkrankten Pferd isoliert (HERZOG und ROTT, 1980).
Zahlreiche Tierarten lassen sich experimentell mit dem BDV infizieren. Die erfolgreiche
Infektion von Hamstern (ANZIL, 1972), Kaninchen (ZWICK und SEIFRIED, 1925), M&usen
(KAO et al., 1984), Ratten (NITZSCHKE, 1963), Rhesusaffen (CERVOS-NAVARRO et al.,
1981, STITZ et al., 1981) und Spitzhdrnchen (SPRANKEL et al., 1978) ist belegbar.
Allerdings traten post infectionem nicht bei allen Tieren die typischen Symptome der BD auf.
Inkubationszeit, Krankheitsverlauf und Sterblichkeit sind im Wesentlichen von der Tierart,
dem Immunstatus des Wirtstieres, dem Alter bei der Infektion, der Infektionsdosis und dem
Virusstamm abhéngig (LUDWIG et al., 1988, ROTT und BECHT, 1995, GONZALEZ-
DUNIAet al., 1997, HALLENSLEBEN et al., 1998).

Die experimentelle Infektion von Versuchstieren mit dem BDV bietet neben den
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kontrollierten Bedingungen den Vorteil des sehr guten Erhaltungszustandes der Gehirne und
anderer Organe. Frei von Autolyse-Artefakten konnen sie direkt nach der Tétung der Tiere

durch Perfusion oder Immersion fixiert werden.

2.4.4.1. Das Ratten-Modell

2.4.4.1.1. Die adult-infizierte Ratte

Dieses Tier-Modell ermdglicht eine Vielzahl Erkenntnisse tber die immunpathologischen
Zusammenhénge bei der BD. Lewis-Ratten sind dabei fiir das BDV besonders empféanglich
(NITZSCHKE, 1963, NARAYAN et al., 1983a, NARAYAN et al., 1983b, HERZOG et al.,
1984, HERZOG et al., 1991).

Bereits Ende der 1930er Jahre wurde die Korrelation der beobachteten Symptome mit der
zelluldren Immunantwort vermutet (ZWICK, 1939). Etwa zwei bis vier Wochen p. i.
manifestiert sich eine ausgeprégte, nicht-eitrige Meningoenzephalitis. Je nach Eintrittsstelle
des BDV kann die Inkubationszeit bis zu 90 Tage betragen (CARBONE et al., 1987).

Die Analogie zwischen der natlrlichen BD und dem Infektionsverlauf von adult-infizierten
Lewis-Ratten l&sst die Erforschung der immunologischen bzw. T-Lymphozyten-mediierten
Pathogenese der BDV-Infektion zu (BILZER et al., 1995).

Grundsétzlich wird der biphasische Krankheitsverlauf in eine akute und chronische Phase
eingeteilt (NARAYAN et al., 1983b). Als klinische Symptome in der ein bis drei Wochen
andauernden akuten Phase sind Aggressionen, plotzliche Ataxien und Hyperreaktivitat auf
exogene Reize zu nennen (NARAYAN et al., 1983b, CARBONE et al., 1987, DITTRICH et
al., 1989). Gleichzeitig treten speziell im limbischen System massive Infiltrationen mit
inflammatorischen Zellen auf. In den perivaskuldren Infiltraten sind vorrangig CD4" T-
Lymphozyten, sogenannte T-Helferzellen, auRerdem natirliche Killerzellen (NK), ca. 20 bis
30 % Monozyten/Makrophagen sowie einige Plasmazellen nachzuweisen. Im neuronalen
Parenchym sind dagegen die zytotoxischen CD8* T-Lymphozyten anzutreffen (CARBONE et
al., 1987, RICHT et al., 1989, DESCHL et al., 1990, STITZ et al., 1991, PLANZ et al., 1993,
BILZER und STITZ, 1994, STITZ et al., 1995, GIES et al., 1998).

Nach der Aktivierung der CD8" T-Lymphozyten durch T-Helferzellen kann unter Umstanden
ein  massiver Verlust von Neuronen erfolgen, die zuvor BDV-AG mittels
Haupthistokompatibilitdtskomplex- (MHC-1) présentieren (PLANZ et al., 1993, BILZER
und STITZ, 1994, NOSKE et al., 1998). Bei bis zu 80 % der Tiere kann die BDV-Infektion
todlich verlaufen, wahrend sie beim dbrigen Teil lebenslang persistiert. Wahrend des
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Ubergangs in die chronische Phase treten Visus-Verlust und lethargische Zustinde in den
Vordergrund (NARAYAN et al., 1983b, CARBONE et al., 1987).

In der chronischen Phase kommt es zur Reduktion der Entziindungsinfiltrate bei
gleichbleibend hoher BDV-Konzentration im ZNS, wahrend die Zahl der Plasmazellen steigt
(GOSZTONY1 und LUDWIG, 1995, STITZ et al., 1995, GONZALEZ-DUNIA et al., 1997).
Aulerdem konnen sich Nervenzell-Nekrosen im hippocampalen Gyrus dentatus und CA3-
Bereich des Ammonshorns sowie im frontalen und parietalen Kortex manifestieren
(NARAYAN et al., 1983b, SOBBE et al., 1997). Klinische Anzeichen sind zum einen
Teilnahmslosigkeit und fehlendes Pflegeverhalten und zum anderen eine ausgepragte Obesitas
bei 10 bis 15 % der Tiere (NARAYAN et al., 19833, LUDWIG et al., 1985, GOSZTONY | und
LUDWIG, 1995, ROTT und BECHT, 1995, HERDEN et al., 2000).

Die Griinde fur die Gewichtszunahme bis zu 300 % liegen vermutlich in erhéhten Glukose-
und Fett-Werten im Blut, hyperplastischen Langerhans-Inseln im Pankreas sowie endokrinen
Stérungen durch entzindliche Infiltrate im Hypothalamus (GOSZTONYI1 und LUDWIG,
1995, ATKINSON, 2007, MITRA und CLARKE, 2010).

2.4.4.1.2. Die neonatal-infizierte Ratte

Werden neonatale Ratten mit dem BDV infiziert, sind im Gegensatz zur adult-infizierten
Ratte bzw. klassischen BD immunpathologische Reaktionen aufgrund der temporar
bestehenden Immuntoleranz hintergriindig.

Diese Form der Infektion wird auch als persistente, tolerante Infektion Neugeborener (PTI-
NB) bezeichnet (CARBONE et al., 1991, BAUTISTA et al., 1994, SAUDER und DE LA
TORRE, 1999). Sie ermdglicht in Abwesenheit einer deutlichen Entziindungsreaktion die in-
vivo-Untersuchung von Mechanismen und Konsequenzen der viralen Persistenz im ZNS
sowie von viralen Strategien, die die neuronale Entwicklung modulieren (GONZALEZ-
DUNIA et al, 2005). Dennoch sind retardiertes \erhalten, Kognitions- und
Emotionsstérungen, Hyperreaktivitat auf verschiedene Stimuli sowie Defizite in der neuro-
und physiologischen Entwicklung zu verzeichnen (HIRANO et al., 1983, RUBIN et al., 1999,
BAUTISTA et al, 1994, PLETNIKOV et al., 1999a, PLETNIKOV et al., 1999b,
PLETNIKQV et al., 2002).

Bei klinischen Erscheinungen treten Parallelen zu neuropsychiatrischen Krankheiten des
Menschen auf, beispielsweise zu Autismus-Spektrum-Stérungen (HORNIG et al., 1999,
PLETNIKOV et al., 1999b, HORNIG et al., 2001, LANCASTER et al., 2007) sowie
Schizophrenie (DITTRICH et al., 1989, RUBIN et al., 1999, HORNIG et al., 2001).
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Nach intranasaler oder intrazerebraler Inokulation persistiert das BDV im gesamten ZNS.
Nach etwa sieben bis 14 Tagen manifestieren sich Degenerationen von Neuronen im Kortex
(GABAerge Neuronen) und Hippocampus sowie Kleinhirnhypoplasien mit Verlust von
Purkinjezellen (BAUTISTA et al., 1995, GONZALEZ-DUNIA et al., 1997, EISENMAN et
al., 1999, HORNIG et al., 1999, GONZALEZ-DUNIA et al., 2000). Zusétzlich kann es zur
Vermehrung von Astrozyten und Mikroglia kommen. Die Aktivierung der Mikroglia ist
vermutlich fiir eine erhdhte Expression von proinflammatorischen Zytokinen verantwortlich,
die aufgrund ihrer destruktiven Wirkung zur Symptomatik beitragen (PLATA-SALAMAN et
al., 1999, SAUDER und DE LA TORRE, 1999, WEISSENBOCK et al., 2000, OVANESOV
etal., 2006, NISHINO et al., 2009).

Neuropathologische Veranderungen, die bisher nach aerogener Infektion beobachtet wurden,
sind auf die direkten Einflisse des BDV zuruickzufiihren. Die Folgen mechanischer Insulte
durch intrazerebrale oder intranasale Inokulation kénnen ausgeschlossen werden.

In der NBAE-Studie wurde BDV-Protein bereits am ersten Lebenstag im gesamten Gehirn in
Neuronen und Gliazellen nachgewiesen. Die bisherigen Ergebnisse zeigten neben
degenerierten Neuronen und einer verringerten Dichte an Purkinjezellen eine Vermehrung von
Gliazellen. Etwa einen Monat p. i. erschienen gelegentlich transiente, perivaskulére,
mononukledre Infiltrate (SOLLMANN, 2007, SCHEPERS, 2009, GEHRKE, 2011).
Insgesamt lieRen sich Alterationen in der Myelinisierung nachweisen. Myelinscheiden der
Axone waren diinner, perlschnurartig aufgetrieben und diskontinuierlich (SCHEPERS, 2009).
Weitere  Verdnderungen traten bei  Neurofilamenten auf.  Nicht-phosphorylierte
Neurofilamente, die in ihrer physiologischen Reifung phosphorylieren, lieRen sich lediglich
als undeutliche, diskontinuierliche Strukturen erkennen. Phosphorylierte Neurofilamente
waren kondensiert und aggregiert. Zusatzlich waren Dendriten und Axone unterbrochen und
perlschnurartig aufgetrieben (GEHRKE, 2011).

2.4.4.2. Das Maus-Modell

Bis Ende der 1990er Jahre ging man bei Madusen von einer fehlenden Suszeptibilitat
gegeniber dem BDV aus, da adult-infizierte Tiere weder klinische Symptome noch
Enzephalitiden entwickelten (KAO et al., 1984, RUBIN et al., 1993). Mit Hilfe eines Maus-
adaptierten BDV konnten schlieflich neonatale Mause intrazerebral infiziert und
Krankheitszeichen induziert werden (HALLENSLEBEN et al., 1998). Vier bis sechs Wochen
p. i. treten Gewichtsverlust und letale L&hmungen zeitgleich mit ausgepragter, perivaskularer
Meningoenzephalitis in Erscheinung. Verglichen mit der adult-infizierten Ratte, bleibt im
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Maus-Modell ein starker Verlust von Neuronen aus. Allerdings stehen ebenfalls die CD8" T-
Lymphozyten als Mediator bei der immunvermittelten Pathogenese im Vordergrund
(NARAYAN et al., 1983b, HALLENSLEBEN et al., 1998).

Im Gegensatz zum Wildtyp kénnen Mause mit einem Gendefekt des p2-Mikroglobulins
(B2M) keine Meningoenzephalitis entwickeln. Das p2M stellt die kleinere, 18sliche Protein-
Untereinheit des MHC-Klasse-I-Molekiils dar. Die veranderte Molekul-Struktur ist folglich
der Grund fir die fehlende Erkennung des MHC-1 durch CD8" T-Lymphozyten
(HALLENSLEBEN et al., 1998).

Die BD-Inzidenz variiert abhdngig vom Maus-Stamm. In einer Studie entwickelten etwa 80 %
der MRL (H-2(k))-Linie Symptome, dagegen waren es bei BALB/c-, BL/6- und C3H-Mausen
nur etwa 13 bis 47 %. Zu einer asymptomatischen, persistenten BDV-Infektion kam es beim
B10.BR (H-2(k))-Stamm. Mittels Exprimierung des BDV-Nukleoproteins p40, des Hauptziels
der CD8" T-Lymphozyten, durch ein rekombinantes Vakziniavirus konnte jedoch auch bei
diesen Mausen die Erkrankung ausgeldst werden (HAUSMANN et al., 1999).

2.4.4.3. Das Gerbil-Modell

Dass die Folgen einer BDV-Infektion u. a. Tierart-spezifisch und abhdngig vom
Infektionszeitpunkt sind, werden durch die beschriebenen Differenzen zwischen Gerbil und
Ratte verdeutlicht (LEE et al., 2003).

Nach experimenteller Infektion von neonatalen Gerbilen, welche fir das BDV sehr
empfénglich sind, treten mehr oder weniger ausgeprégte, teilweise letale, neurologische
Symptome auf, jedoch keine offensichtlichen neuroanatomischen Abnormalititen oder
zelluldren Verluste trotz hoher Virus-Titer (NAKAMURA et al., 1999a, NAKAMURA et al.,
2000, WATANABE et al., 2001, WATANABE et al., 2003). Stérungen der neuronalen
Funktionen sind wahrscheinlich auf eine erhdhte Expression des Zytokins IL-1B
zuriickzufiihren (WATANABE et al., 2003).

Sowohl in neonatal- als auch adult-infizierten Tieren kénnen im Blut AK gegen das BDV-
Phosphoprotein und das Protein X detektiert werden. Dagegen sind AK gegen das
Nukleoprotein p40 nur selten oder gar nicht nachzuweisen. Dieses korreliert mit den geringen
bzw. fehlenden inflammatorischen Reaktionen (WATANABE et al., 2001). Im Gegensatz dazu
kann bei der Ratte eine Meningoenzephalitis nur in Anwesenheit einer Immunantwort gegen
p40 induziert werden (PLANZ und STITZ, 1999).
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2.5. Gliazellen

Um lebenswichtige Organfunktionen zu gewdhrleisten, stellt das ZNS ein Kontrollzentrum fiir
Empfang, Verarbeitung, Integration und Weiterleitung von Signalen dar. Neben Neuronen
ibernehmen die nicht-neuronalen Zellen, Gliazellen (GZ), wichtige Aufgaben. Bereits Mitte
des 19. Jahrhunderts bezeichnete sie Virchow als ,,Nervenkitt“. Der Begriff ,,Glia* ist vom
griechischen Wort ,.gliokytoi“ abgeleitet und bedeutet ,Leim*“ (VIRCHOW, 1846,
VIRCHOW, 1854).

Die Einteilung erfolgt nach deren GroRe in Mikroglia bzw. Hortega-Glia (Kap. 2.5.3.) und
Makroglia. Letztere werden zusatzlich in Astrozyten (Kap. 2.5.1.) und Oligodendrozyten
(Kap. 2.5.2.) unterschieden (Abb. 2-3).

GZ galten lange Zeit als relativ passive Zellen mit der einzigen Aufgabe, neuronale
Funktionen zu unterstlitzen. lhre Mehrzahl ist nicht in der Lage, Aktionspotential zu
generieren oder Uber elektrische Signale zu kommunizieren (HARRIS, 2011). Inzwischen ist
aber bekannt, dass sie zahlreiche Hilfsfunktionen Gibernehmen.

Insbesondere Astrozyten spielen eine aktive Rolle fiir die Modulation der Signalweiterleitung
sowie fir synaptische Prozesse durch Aufnahme oder Sekretion von Neurotransmittern
(ARAQUE et al., 1999, SANTELLO und VOLTERRA, 2009).

Daneben sind Oligodendrozyten fur die elektrische Isolation der Axone (VIRCHOW, 1854,
POLIAK und PELES, 2003) und Mikroglia fur das intrinsische Immunsystem unerlasslich
(KREUTZBERG, 1995, RAIVICH et al., 1999, KIERDORF und PRINZ, 2013).

Neben Verschaltungen der Neuronen untereinander, im humanen Gehirn bis zu 1300
Millionen Kontakte pro Kubikmillimeter (OBERHEIM et al., 2006), tragen Astrozyten durch
spezielle Synapsen wesentlich zur enormen Komplexitat des ZNS-Aufbaus bei.

Wiéhrend im gesamten menschlichen Gehirn die Anzahl der GZ die der Neuronen etwa um
das Neunfache Ubersteigt, unterscheidet sich das GZ-Neuronen-Verhaltnis im préfrontalen
Kortex des Menschen mit 1,65:1 von dem der Nagetiere mit 0,3:1 (SHERWOOD et al., 2006,
HARRIS, 2011). Dieses Areal, auch ,,Supervisory Attentional System* (SAS) genannt,
reguliert emotionale Prozesse und steuert situationsaddquate Handlungen (CREUTZFELDT,
1983). Aus phylogenetischer Sicht wird dieses Verhéltnis bei hoheren Séugern als ein Vorteil
in der Gehirnkomplexitét gewertet.

Das Auftreten von glialen Tumoren und reaktiven Proliferationen (Gliosen) belegt, dass GZ
im Gegensatz zu Neuronen noch im adulten Alter teilungsfahig sind (HARRIS, 2011).

Als Reaktion auf traumatische, infektidse, autoimmune, ischdmische, toxische und
degenerative Einflusse proliferieren Glia-Vorlauferzellen. Sie andern ihre Zelloberflache und
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Morphologie, wahrend verstarkt spezifische zelluldare Marker exprimiert und Zytokine
sekretiert werden (STREIT und KREUTZBERG, 1988, EDDLESTON und MUCKE, 1993,
RAIVICH etal., 1999, ENG et al., 2000, CODELUPPI et al., 2014).

Abbildung 2-3: Einteilung der Gliazellen

Astrozyt Faserastrozyt

protoplasmatischer Astrozyt Oligodendrozyt Hortega-Glia

Abbildung aus: LIEBICH, 2004

2.5.1. Astrozyten

Astrozyten (AZ) tragen durch ihre zahlreichen, strahlenartigen Zellfortsatze (Filopodien), die
der Kontaktaufnahme mit Neuronen bzw. deren Synapsen und BlutgefaRen dienen, zur
zentralnervosen Komplexitat bei. Sie bilden tber Gap junctions Synzytien und durch dichte
Zusammenlagerung die Membrana limitans glialis superficialis an der Pia mater und an
BlutgefaBen die Membrana limitans glialis perivascularis (PEKNY und NILSSON, 2005).
Aufgrund der engen Kopplung an BlutgeféRe stellen sie einen wichtigen Bestandteil der Blut-
Hirn-Schranke dar (JANZER und RAFF, 1987, TSACOPOULOS und MAGISTRETTI, 1996,
KUCHLER-BOPP et al., 1999).

Die GroRe des astrozytdren Zellkdrpers und die Aushildung der Fortsatze wird durch die
Aktivitdt benachbarter Neuronen moduliert und als ,Infotropismus” bezeichnet
(KIMELBERG et al., 1992, SYKOVA et al., 1992).

Morphologisch unterscheidet man zwei Typen. In der weilen Substanz, welche v. a. aus

Axonen besteht, befinden sich Faser- bzw. fibrilldre AZ (,,Langstrahler”) mit diinnen, langen,
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haufig unverzweigten Fortsatzen. Protoplasmatische AZ (,,Kurzstrahler”) sind dagegen mit
ihren dicken, kurzen, stark verzweigten Filopodien charakteristisch fur die graue Substanz, in
der besonders in Kerngebieten viele neuronale Zellkdrper gelegen sind. Im menschlichen
ZNS kann ein protoplasmatischer AZ etwa zwei Millionen Synapsen kontaktieren, bei
Méausen hingegen nur 90.000 (OBERHEIM et al., 2006).

Eine spezielle Einheit stellt die tripartite (dreigeteilte) Synapse dar (Abb. 2-4). Diese wird aus
der prasynaptischen Endigung, der Postsynapse und den astrozytaren Fortsatzen gebildet.

AZ und Neuronen exprimieren teilweise gleiche Rezeptoren. Nach der Ausschittung von
Neurotransmittern aus der présynaptischen Endigung eines Neurons kommt es zur
Aktivierung des astrozytéren Rezeptors. Folge dessen ist ein Kalzium-Anstieg im AZ und die
Freisetzung von verschiedenen aktiven Substanzen wie Glutamat und ATP, welche wiederum
neuronale Aktivitdten modulieren (ARAQUE et al., 1999, FIELDS und STEVENS, 2000,
ZHANG et al., 2004, PASCUAL et al., 2005, ALLEN und BARRES, 2009, SANTELLO und
VOLTERRA, 2009).

Abbildung 2-4: Tripartite Synapse

Presynaptic Postsynaptic
terminal terminal

Substance
release
Astrocyte
process

Abbildung aus: ALLEN und BARRES, 2009
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AZ (ibernehmen im ZNS in der Interaktion mit Nervenzellen essentielle Aufgaben und sind
sowohl am physiologischen als auch pathologischen und regenerativen Geschehen beteiligt.
Sie sind in metabolische Prozesse durch Versorgung der Neuronen mit Energie und Sauerstoff
und durch Entsorgung von Abbauprodukten involviert. Durch Modulation von Einstrom und
Ausfluss von Kalzium-, Natrium-, Kalium- und Chlorid-lonen gewahrleisten sie auerdem die
neuronale Erregungsfortleitung (WALZ, 1989, FIELDS und STEVENS-GRAHAM, 2002).
Folge akuter Traumata oder neuronaler Degeneration ist eine Aktivierung der AZ mit
Proliferation und Anderung der Genexpression. Die erhdhte Expression von Vimentin und
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) I6st eine zellulare Hypertrophie aus (BIGNAMI et al.,
1972). Um Verletzungen temporér und lokal einzugrenzen, bilden AZ gliale Narben aus, die
jedoch eine neuronale Regeneration verhindern (FAWCETT und ASHER, 1999, JURYNEC et
al., 2003, WILHELMSSON et al., 2004).

Allerdings unterstiitzen AZ mit Hilfe von Fibronektin wahrend der Entwicklung und im
adulten Alter das Wachstum von Axonen (GAGE et al., 1988, HATTEN et al., 1991,
KAWAJA und GAGE, 1991). Zusatzlich haben sie einen protektiven Effekt auf Neuronen und
Oligodendrozyten vor Exzitotoxizitat. Dabei filhren Neurotransmitter wie Glutamat zu einer
Reizlberflutung und folgend zur Apoptose der Nervenzellen (SWANSON et al., 2004).

Neben der schitzenden Funktion kénnen AZ auch destruierend wirken. Stickoxid
beispielsweise tragt zur Signalweiterleitung durch Erregung der Présynapse bei und kann
neuronales Gewebe direkt oder sekundar durch Inflammation zerstéren (GARTHWAITE et
al., 2002, IKEDA und MURASE, 2004).

Wie sich die Aktivierung von AZ protektiv oder destruktiv auf das Gewebe auswirkt, hangt
generell vom Insult ab (WILHELMSSON et al., 2004, MYER et al., 2006).

2.5.2. Oligodendrozyten

Neben Astrozyten stellen auch Oligodendrozyten (OZ) im ZNS bzw. Schwann-Zellen im
peripheren Nervensystem wichtige Interaktionspartner mit Neuronen dar (DEL RIO
HORTEGA, 1928). Sie produzieren Myelin und kdnnen mehrere Segmente davon an bis zu
50 Axonen ausbilden (Abb. 2-5). Im Gegensatz dazu umhiillen Schwann-Zellen jeweils nur
eine Nervenfaser (BUNGE, 1968).

Myelin ist eine um Axone geschichtete lipidreiche Plasmamembran mit einem geringen Anteil
an Protein und Wasser. Es ermdglicht durch elektrische Isolation eine effiziente
Impulsweiterleitung (VIRCHOW, 1854, NORTON, 1984). Ranvier'sche Schnirringe sind
hierbei nicht-myelinisierte Abschnitte zwischen den Myelinscheiden und gewahrleisten bei

23



LITERATURUBERSICHT

der saltatorischen Erregungsleitung den Aufbau eines Aktionspotentials (RANVIER, 1878,
FITZHUGH, 1962, BUNGE, 1968).

Vor der Entstehung reifer, Myelin-produzierender OZ proliferieren und differenzieren
Stammzellen Gber monopolare Vorlauferzellen (Oligodendrocyte Precursor Cells, OPCs) zu
bipolaren, hochmotilen OPCs, die durch chemotaktische Botenstoffe und Mitogene im ZNS
an ihre endgultige Position migrieren. An dieser findet die Proliferation und Differenzierung
zu multipolaren, nicht mehr zur Migration fahigen Zellen, den Pro-Oligodendroblasten, Pra-
Oligodendrozyten und unreifen OZ, statt (BANSAL et al., 1992, PRINGLE et al., 1992,
GARD und PFEIFFER, 1993, MILLER, 1996, BAUMANN und PHAM-DINH, 2001, TSAI
und MILLER, 2002). Da einige OPCs nicht vollstandig ausreifen, dienen sie im spateren
Verlauf als Ressource fur die Remyelinisierung (WOLSWIJK und NOBLE, 1989, MILLER,
2002). Die gesamte Entwicklung myelinisierender Zellen wird durch Neurotransmitter, wie
ATP, Uber Kalzium-Signale in OPCs moduliert (FIELDS und STEVENS-GRAHAM, 2002,
AGREST] et al., 2005).

Abbildung 2-5: Myelinisierte Axone

Vereinfachte Darstellung eines
Oligodendrozyten, der Myelinscheiden
an mehreren neuronalen Axonen
ausbildet.

Abbildung modifiziert aus: HORTSCH, 2010

Die Kilassifizierung der reifen OZ in Subtypen basiert auf morphologischen und
topografischen Eigenschaften. Typ | ist als héaufigster Zelltyp im Frontalhirn, Kleinhirn und
Ruckenmark lokalisiert und besitzt einen kleinen, polygonalen Zellkrper mit zahlreichen,
langen, diinnen, verzweigten Fortsatzen, die direkt mit Axonen verbunden sind. OZ des Typs
Il weisen weniger, aber dickere Filopodien auf und sind im Wesentlichen in der weilRen
Substanz zu finden. Im Kleinhirn, in der Medulla oblongata und im Rickenmark ist Typ Il

vertreten. Diese OZ besitzen zumeist zwei netzartig verzweigte Fortsatze. Der seltener
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vorkommende Typ 1V mit einem langlichen Soma und wenigen Filopodien befindet sich im
Rickenmark in direkter Na&he der Axone und &hnelt den Schwann-Zellen (DEL RIO
HORTEGA, 1928).

In der Ontogenese beginnt die Aktivitat der OZ, die Myelinisierung, je nach Spezies pré- oder
perinatal. Beim Menschen dauert sie vom spéten fetalen Stadium bis zum 50. Lebensjahr an,
waéhrend sie bei der Maus perinatal beginnt und bis zum 60. Lebenstag verlauft (DOBBING
und SANDS, 1979, WIGGINS, 1982, RICE und BARONE, 2000, BARTZOKIS et al., 2001).
Im ZNS schreitet die Myelinisierung, die durch exogene Reize mafgeblich beeinflusst wird,
in kaudorostraler Richtung und entgegengesetzt im Rickenmark voran (SZELIGO und
LEBLOND, 1977, SIREVAAG und GREENOUGH, 1987, KANFER et al., 1989).

Der funktionelle Zusammenhang zwischen Neurofilamenten, zytoskelettalen Bestandteilen,
und OZ spiegelt sich in der Stabilitat und Integritat von Axonen wider: Die Phosphorylierung
und Expression von intraaxonalen Neurofilamenten, die das Dickenwachstum myelinisierter
Axone beeinflussen, werden durch die Myelinisierung reguliert (STARR et al., 1996,
GOTOW et al., 1999). Dieser Vorgang der Myelin-assoziierten Phosphorylierung ist vom
Kontakt zwischen Neuronen und myelinisierenden Zellen sowie einem Kinase-Phosphatase-
System abhédngig (NIXON und SIHAG, 1991, DE WAEGH et al., 1992, GARCIA et al.,
2003). Aufgrund der unterschiedlichen Phosphorylierungsgrade, d. h. leicht, mittel und
schwer, erfolgt die Einteilung von Neurofilamenten in drei Untergruppen (NF-L/, light*, NF-
M/,,medium* und NF-H/,,heavy*). Je stdrker die Phosphorylierung der Neurofilamente und
das axonale Kaliber sind, umso effizienter kann die Erregung weitergeleitet werden
(SAKAGUCHI et al., 1993, MARTIN et al., 1999, KRIZ et al., 2000).

In Assoziation mit axonalen Dysfunktionen treten nicht-phosphorylierte Neurofilamente
gehauft bei der Multiplen Sklerose, einer progressiven, entziindlichen Demyelinisierung des
Menschen, auf (ULRICH und LARDI, 1978, DAHL et al., 1989, PETZOLD et al., 2008,
PETZOLD et al., 2011). Generell wirken sich Defizite in der Myelinisierung negativ auf
kognitive Prozesse und andere zentralnervése Funktionen aus. Dieser Zusammenhang wird
u. a. bei Schizophrenie vermutet, einer psychischen Erkrankung des Menschen mit Stérungen
der Wahrnehmung, des Denkens und der Affektivitat (FLYNN et al., 2003, CHAMBERS und
PERRONE-BIZZOZERO, 2004, CHEW et al., 2013, SCHEEL et al., 2013, HUTTLOVA et
al., 2014).

25



LITERATURUBERSICHT

2.5.3. Mikroglia

Zu den kleinsten GZ zdhlen Mikroglia (MG) bzw. Hortega-Glia, nach ihrem Entdecker
benannt. Sie stellen als Teil des intrinsischen Immunsystems residente Abwehrzellen im ZNS
dar (DEL RIO HORTEGA, 1921, KREUTZBERG, 1995, RAIVICH et al., 1999).

MG entwickeln sich aus hdmatopoetischen Stammzellen, seltener aus Neuroepithel. Sie
migrieren wahrend der embryonalen Entwicklung als Monozyten aus dem Blut ins Gehirn
(WALZ, 1989, HESS et al., 2004).

Das morphologische Charakteristikum der MG ist ein kleiner, schmaler Zellkorper mit feinen,
stark verzweigten und sehr motilen Fortsatzen, die zur Kontrolle der Umgebung genutzt
werden (LAWSON et al., 1992, RAIVICH et al., 1994, KETTENMANN et al., 2011).

Zu ihren Aufgaben gehdrt z. B. der Schutz vor eindringenden Mikroorganismen durch
immunologische Uberwachung und sofortige Abwehrreaktion (ESEN und KIELIAN, 2006,
HARRIS, 2011). Nach akuten, direkten Verletzungen von neuronalem Gewebe sind bei der
Heilung mehr MG beteiligt als immigrierte Monozyten (DENKER et al., 2007). Ursachlich
flir die MG-Aktivierung kénnen ebenfalls Infektionen, zerebrale Ischamie, neurodegenerative
und autoimmune Erkrankungen sein (LASSMANN et al., 1994, ESEN und KIELIAN, 2006,
DENG etal., 2011, LEWIS et al., 2014).

Nach einer verénderten Genexpression geschéadigter Neurone werden benachbarte MG und
AZ stimuliert (MCQUARRIE et al., 1978, KREUTZBERG et al., 1989, KREUTZBERG,
1995, RAIVICH et al., 1999, BRONSTEIN et al., 2013). Im posttraumatischen Zustand
kommt es zu einer von Mitogenen, Interleukinen und Wachstumsfaktoren modulierten MG-
Proliferation (GIULIAN und INGEMAN, 1988, RAIVICH et al., 1994, KIERDORF und
PRINZ, 2013).

Nach amdéboider Fortbewegung zum Verletzungsherd verandern MG ihre Morphologie
(LING, 1979, JORDAN und THOMAS, 1987, MORRISON und FILOSA, 2013, WALKER et
al., 2014). Die Sekretion von Stickstoffmonoxid und pro-inflammatorischen Zytokinen zieht
weitere MG und Entziindungszellen aus dem peripheren Blut an (RAIVICH et al., 1998,
GARDEN und MOLLER, 2006, LONDON et al., 2013). Von MG freigesetzte, anti-
inflammatorische Zytokine flihren nach der Phagozytose von Zellfragmenten bzw.
Fremdkorpermaterial sowie dem Riickgang des Geschehens zur selbst-induzierten Apoptose
(STREIT, 2002, GARDEN und MOLLER, 2006).

Ebenso wie AZ kdnnen auch MG tber MHC Fremd-Antigene prasentieren und interagieren
so mit T-Lymphozyten (WILLIAMS et al., 1995, ALOISI et al., 1999, RE et al., 2002).
Widersprichlich ist jedoch, dass eine Interaktion nicht unbedingt zwischen MG, sondern
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anderen Makrophagen des ZNS und T-Zellen ablaufen soll (FORD et al., 1995).

Fir die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) als Modell fir multiple
Sklerose sind aktivierte und Uber MHC Antigen-prasentierende MG und infiltrierte
Lymphozyten charakteristisch (LASSMANN et al., 1994, ALMOLDA et al., 2011).

Diskutiert wird, ob eine AZ-mediierte T-Zell-Proliferation zur Entstehung der EAE beitragt
und MG zur Apoptose von T-Lymphozyten und damit zur Reduktion des immunologischen
Prozesses im ZNS fiihren (KLYUSHNENKOVA und VANGURI, 1997).

2.6. Virale Einflisse auf Gliazellen

Zahlreiche, das ZNS infizierende Viren besitzen das Potential, mittels zytolytischer
Eigenschaften und Modulation des zelluléren Metabolismus oder von immunologischen
Reaktionen neuronales Gewebe zu zerstdren und somit ZNS-Dysfunktionen hervorzurufen.
Exemplarisch 18st das Tollwutvirus (Tab. 2-1) nach der Infektion von Neuronen durch
bestimmte Mechanismen deren Apoptose aus (FU und JACKSON, 2005). Da vorrangig
hippocampale Nervenzellen betroffen sind, manifestieren sich Verhaltensédnderungen und
Aggressionen (HORGAN und MCKINNON, 1937).

Neben der Infektion von Neuronen spielen auch virale Einfliisse auf GZ eine entscheidende
Rolle. Zentralnervose Dysfunktionen zeigen sich bei Wiederkéuern, die im fetalen Stadium
mit dem Akabane-Virus, einem dem Schmallenberg-Virus verwandten Bunyavirus, infiziert
werden. Wéhrend Neuronen und Astrozyten als Hauptzielzellen gelten und folglich
degenerieren, werden MG nicht infiziert (KITANI et al., 2000).

Andere Viren sind dariiber hinaus in der Lage, besonders im Hippocampus MG zu aktivieren
und so aufgrund der zytotoxischen Zytokin-Effekte auf Neuronen Kognitions- und
Lerndefizite zu verursachen (ELMORE et al., 2014).

Derartige von MG ausgeschiitteten Zytokine oder dadurch ausgeldste Immunreaktionen
konnen direkt Myelin zerstéren oder OZ schédigen, wie bei der Staupe beschrieben. Die
Folge ist eine fehlerhafte Myelinisierung (VANDEVELDE et al., 1981, STEIN et al., 2004).
Beim Hund fuhrt die Infektion mit dem Staupevirus (Canine Distemper Virus) (Tab. 2-1) zu
einer Meningoenzephalitis-assoziierten Dysmyelinisierung (FANKHAUSER, 1982). Dabei
werden mehr AZ als OZ infiziert (VANDEVELDE et al., 1985, MUTINELLI et al., 1989,
PEARCE-KELLING et al., 1990). Dennoch kommt es zur Beeintrachtigung von OZ mit
veranderter Morphologie, metabolischen Dysfunktionen sowie reduzierter Bildung von
Myelin (SCHOBESBERGER et al., 2002, GRABER et al., 1995, ZURBRIGGEN et al.,
1993).
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Als weiteres Beispiel fir Virus-induzierte Neuroglia-Stérungen ist die Maus-Hepatitis-Virus-
(MHV-) Enzephalomyelitis zu nennen. Dieses Modell beschreibt die Demyelinisierung
grundsétzlich als Folge von OG-Schadigung (BARAC-LATAS et al., 1997). In der akuten
Krankheitsphase koénnen jedoch auch MG vom MHV infiziert und aktiviert werden.
Zusétzlich kommt es im chronischen Stadium zur Phagozytose von Myelin und folglich zu
einer chronischen, entziindlichen Entmarkung (CHATTERJEE et al., 2013). Auch AZ sind in
die Pathogenese der MHV-Infektion involviert und werden als Virus-Reservoir betrachtet.
lhre Infektionsrate erhéht sich im Verlauf von asymptomatischen zu paralytischen Zustanden
(PERLMAN und RIES, 1987).

AZ sind ebenso Zielzellen des Epstein-Barr-Virus (EBV), eines humanpathogenen Herpes-
Virus. Sie gelten als Komponente der EBV-Pathogenese im Gehirn (MENET et al., 1999).
Des Weiteren wird die EBV-Infektion mit der Pathogenese der Multiplen Sklerose in
Zusammenhang gebracht (BAGERT, 2009, POPOVA et al., 2014).

Die genannten Beispiele verdeutlichen, dass aufgrund der ausgeprégten Komplexitat des
Gehirns virale Infektionen von GZ und Neuronen weitreichende Auswirkungen auf
unterschiedliche ZNS-Funktionen zur Folge haben kénnen.
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1. Material

3.1.1. Versuchstiere

Grundlage aller Untersuchungen dieser Studie waren Lewis-Ratten aus der Versuchstierzucht
des Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI) des Bundesforschungsinstituts fur Tiergesundheit in
Tubingen.

3.1.2. Virus

Die flinfte Rattengehirn-Passage des BDV-Strangs He/80 fand zur Infektion der Versuchstiere
Verwendung. Dieser wurde 1980 in GieRen (Hessen) aus dem Gehirn eines spontan an BD
erkrankten Pferdes isoliert sowie zweimal durch Kaninchen-Gehirn, durch Zellkulturen
(embryonale Kaninchen-Gehirnzellen; MDCK-Zellen) und zweimal durch Gehirne neonataler
Ratten passagiert (HERZOG und ROTT, 1980). Nach Homogenisierung folgte die
Herstellung einer 10%igen Hirnsuspension mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS).

3.1.3. Antikdrper

Antikorper Verdiinnung | Hersteller
BDV-Antigen (Nukleoprotein p38) 1:1000 Prof. Dr. L. Stitz, FLI
[Mouse-anti-BDV p38/40 protein 38/17C1]

Saures Gliafaserprotein (GFAP) 1:2000 Dako 00076531

[Polyclonal Rabbit Anti-Glial Fibrillary
Acidic Protein]

Oligodendrozyten (Olig2) 1:50 IBL Co., Ltd 0B-607
[Anti-Human Olig2 Rabbit 1gG]
Mikroglia/Makrophagen (Ibal) 1:400 Wako Chemicals 019-19741

[Anti-Iba-1 Polyclonal Rabbit]
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3.1.4. Lo6sungen, Chemikalien und Puffer

3.1.4.1. Alkoholreihe

Chemische Verbindung

Hersteller

Xylol Xylol reinst. (Isomerengemisch) [VWR 28975360]

100%iger Alkohol Ethanol 99,5 % (V/V) mit 1 % Petrolether vergallt
[Merck 1009832511]

96%iger Alkohol Ethanol 96 % (V/V) mit 1 % Petrolether vergallt
[Merck 1009832511]

70%iger Alkohol Ethanol 70 % (V/V) mit 1 % Petrolether vergéllt
[Merck 1009832511]

Aqua dest.

hier: VE-Wasser (vollentsalzt)

3.1.4.2. Standardférbung

Losung Chemikalien/Hersteller
Hémalaun Mayers Hamalaunldsung [Merck 1.09249.2500]
Eosin Eosin G 1 % [Certistain®, Merck 1.15935.0100]

70%iger HCI-Alkohol

50 ml Salzsdure [Merck 1.09970.0001] in 2 1
70%igem Alkohol

3.1.4.3. Spezialfarbungen

Ldsung

Chemikalien/Hersteller

1%ige KV-Ldsung

0,1 g Kresylechtviolett [Certistain®, Merck 15947]
in 100 ml Aqua dest. und 1 ml 10%iger Essigsaure
(1 ml Eisessig [Merck 1.00063.1000] in 9 ml
Aqua dest.)

1%ige Essigsaure

1 ml Eisessig [Merck 1.00063.1000] in 99 ml
Aqua dest.

Luxol-Fast-Blue-Ldsung

0,1 g Luxolechtblau MBS [Chroma 1B389] in 100 ml
96%igem Alkohol und 0,5 ml 10%iger Essigsaure

0,05%ige Lithiumcarbonat-L&sung

0,05 g Lithiumcarbonat [Merck 5680] in 100 mi
Agqua dest.
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3.1.4.4. Immunhistochemische Farbungen

Losung/Puffer

Chemikalien/Hersteller

Citratpuffer

Dako Target Retrieval Solution 10X Concentrate
10072000 1:10 in Aqua dest. (Milli-Q)

TBST-20X (Tween-Waschpuffer)

Tris Buffered Saline with Tween 20
[DCS Innovative Diagnostik-Systeme
WL583C2500]

Ultravision Hydrogen Peroxide Block

Thermo Scientific® 02Q130729

Primary Antibody Dilution Buffer

Dako REAL™ Antibody Diluent 20000831

Primary Antibody Enhancer

Thermo Scientific® LPB121107

HRP Polymer

Thermo Scientific® LPH121108

DAB-Losung

3,3"-Diaminobenzidin (frisch angesetzt: 20 pl
DAB Plus Chromogen 50X HCX [Thermo
Scientific® HCX120801A] in 1 ml DAB Plus
Substrate [Thermo Scientific® HSX120801A])

Hamalaun fur Immunhistochemie (IHC)

25 ml Mayers Hamalaunldsung [Merck
1.09249.2500] in 225 ml Aqua dest. (Milli-Q)

3.1.4.5. Eindeckmittel

Eindeckmittel

Chemikalien/Hersteller

Eukitt®

O. Kindler GmbH & Co 5347510
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3.1.5. Gebrauchsmaterial und Gerate

Material/Gerat

Hersteller

AusgiefRlapparat

Shandon, Histocentre 2

Ausgiellformen aus Stahlblech

TissueTek

Brutschrank 57 °C

Memmert, Modell 400

Dampfgarer

Braun, MultiGourmet

Deckglas (24 x 50 mm)

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH

Einbettautomat

Shandon, Citadel 1000

Einbettkapsel aus Kunststoff

R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik

Foto-Kamera

Leica DFC480R2

Licht-Mikroskop

Leica DM5000B

Obijekttrager (76 x 26 mm, geschnitten)

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH

Objekttréger (76 x 26 mm, geschliffen)

Starfrost®, Engelbrecht Medizin- und
Labortechnik GmbH

Paraffinstreckbad

Pfm WB1000

Paraffinpastillen

Paraffinpastillen; Erstarrungspunkt 56 - 58 °C
[Merck]

Pipetten

Gilson (10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl, jeweils

verstellbar)

Schlitten-Mikrotom

Reichert-Jung, Histoslide 2000
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3.2. Methoden

3.2.1. Infektion

Die Infektion der Versuchstiere erfolgte am Institut fir Immunologie des Friedrich-Loeffler-
Instituts in Tdbingen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. L. Stitz. Dabei wurden Lewis-
Ratten innerhalb von 24 Stunden, zumeist weniger als 12 Stunden p. p. fir die Dauer von
zehn Minuten dem Aerosol einer Virussuspension in einer Begasungskammer ausgesetzt.
Lewis-Ratten zeigen im Gegensatz zu anderen Rattenstdmmen eine hdhere Suszeptibilitat
gegeniiber dem BDV (HERZOG et al., 1991). Der Ausgangstiter der Viruspréparation betrug
5 x 10° focus forming units (ffu) pro ml. Zur Generierung des Aerosols diente ein Vernebler
(Pari-Nebulizer®, Pari Respiratory Equipment, Inc.), der Mikropartikel von hichstens 10 pum
Durchmesser erzeugt (60 % der Gesamtpartikel sind kleiner als 2,5 pm, 52 % der
Gesamtpartikel sind kleiner als 1,2 pm). Aufgrund der idealen PartikelgroBe wurde die
Virussuspension bis in tracheobronchiale und alveoldre Atemwege inokuliert.

Nach der Infektion blieben die neonatal-Aerosol-infizierten Ratten bis zur Pubertét mit ihren
Wurfgeschwistern bei der Mutter. Danach erfolgten die Trennung nach Geschlechtern sowie
die Dokumentation klinischer Symptome.

3.2.2. Probenentnahme

Nach definierten Zeitrdumen folgte der Totung der Ratten unter tiefer Ethernarkose durch
Exartikulation des Atlantookzipitalgelenks das Absetzen des Kopfes. Das Gehirn wurde dem

Schédel entnommen und in 4%iger Formaldehyd-Losung fixiert.

3.2.3. Aufarbeitung der Gehirne

3.2.3.1. Paraffin-Einbettung

Die formalinfixierten Gehirne wurden mithilfe Abbildung 3-1: Schnittebene am

einer Skalpellklinge ca. 3 mm rechts parasagittal Gehirn einer NBAE-Ratte

in Hoéhe der Hippocampus-Region durchtrennt
(entspricht ungeféhr der Angabe nach PAXINOS
und WATSON, 1998: Lateral 3.40 mm, Figure 86)
und die kleinere, rechte Halfte in einer Kunststoff-

Einbettungskapsel positioniert. Im Anschluss

erfolgte die maschinelle Entwésserung und

Paraffindurchtrénkung im Einbettautomaten.
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3.2.3.2. Ausgieflen und Aufblocken

Das AusgieRen der Praparate fand manuell am AusgieRapparat statt. Die mit Paraffin
durchtrénkten Préparate wurden mit der nach unten gerichteten Schnittflache in die bereits mit
etwas flissigem Paraffin gefillten AusgieRformen aus Stahlblech gesetzt. Es folgte das
Auflegen einer Kunststoff-Einbettkapsel und das Auffiillen mit fliissigem Paraffin. Nach dem
Erkalten des Paraffins auf einer gekihlten Metallplatte schlossen sich die Entnahme der
Blocke aus der Gielform und die Lagerung bei Raumtemperatur (RT) an.

3.2.3.3. Paraffinschnitte

Nach einer Kihlung bei -20 °C fiir ca. finf Minuten wurden am Schlitten-Mikrotom von
jedem Paraffin-Block jeweils ca. 3 pum starke Serienschnitte in Héhe der Hippocampus -
Formation angefertigt. Als Grundlage diente zundchst ein raumtemperiertes, anschliefend
zum Strecken ein 47 °C warmes Wasserbad (Aqua dest.).

Fir Standardfarbungen wurden die Paraffinschnitte auf geschnittene Objekttrager (OT), fur
immunhistochemische auf geschliffene OT aufgezogen und zum Abtropfen mindestens 15

Minuten im Warmeschrank bei 57 °C gelagert.

3.2.4. Vor- und Nachbereitung der Farbungen

3.2.4.1. Entparaffinieren

Der Ablauf des Entparaffinierens mittels absteigender Alkoholreihe erwies sich bei allen
Standard-, Spezial- und immunhistochemischen Féarbungen als identisch.

Absteigende Alkoholreihe, Durchfiihrung bei RT:

Xylol 12 min

Xylol 12 min

100%iger Alkohol 5 min

100%iger Alkohol 5 min

96%iger Alkohol 5 min

70%iger Alkohol 5 min

Aqua dest. bis zur weiteren Behandlung
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3.2.4.2. Entwéssern

Nach Ablauf der Férbevorgdnge wurde das Entwéssern der Schnitte mittels aufsteigender
Alkoholreihe bei allen Standard-, Spezial- und immunhistochemischen Farbungen in gleicher

Weise durchgefiihrt.

Aufsteigende Alkoholreihe, Durchfilhrung bei RT:

70%iger Alkohol 10 sec
96%iger Alkohol 10 sec
100%iger Alkohol 10 sec
Xylol bis zur weiteren Behandlung

3.2.4.3. Eindecken

Nach allen Farbungen kam es zur manuellen Eindeckung jedes OT mit einem Deckglas und
Eukitt®.

3.2.5. Standardfarbung (Haématoxylin-Eosin-/HE-Farbung)

Um eine Ubersicht tiber das Gehirngewebe zu erhalten, eignet sich besonders die HE-Farbung
aufgrund ihrer schnellen und einfachen Durchfiihrung. Diverse Zellstrukturen kd&nnen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Affinitdt zu Farbstoffen hervorgehoben werden. Da
Zellkerne negativ geladene Phosphatgruppen im Nukleinsdurematerial enthalten, lagern sich
positiv.  geladene Komplexverbindungen des basischen H&matoxylins an. Durch
Leitungswasser farben sich die Kerne anschlieBend blauviolett. Zytoplasma enthélt positiv
geladene Bestandteile, wie Proteine, an die Eosin wegen seiner negativen Ladung bindet und

sie rosa bzw. eosinophil farbt.
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HE-Farbung, Durchfiihrung bei RT:

Absteigende Alkoholreihe

Hémalaun 5 min
Spulen in Leitungswasser kurz
Differenzieren in 70%igem HCI-Alkohol kurz
Blé&uen in Leitungswasser 4 min
Eosin 30 sec
Spilen in Leitungswasser kurz
Aufsteigende Alkoholreihe

Eindecken mit Eukitt®

3.2.6. Spezialfarbungen

3.2.6.1. Kresylviolett-/KV-/Nissl-Farbung

Die KV-Férbung ermdglicht das Beurteilen von Neuronen und das Schétzen der Zelldichte.
Der Farbstoff Kresylviolett bindet sich dabei an basophile Strukturen, d. h. Zellkerne und
Nissl-Schollen erscheinen dunkelblau bis blauviolett. Gliazellen und neuronales Zytoplasma
farben sich lediglich blassblau, Zellfortsatze bleiben génzlich ungefarbt.

KV-Féarbung, Durchfiihrung bei RT:
Absteigende Alkoholreihe

Splen in 1%iger Essigsaure 20 sec
1%ige KV-Ldsung 5 min
Spiilen in 1%iger Essigsaure 20 sec

Aufsteigende Alkoholreihe (ohne 70%igen Alkohol)
Eindecken mit Eukitt®
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3.2.6.2. Luxol-Fast-Blue-/LFB-Farbung

(Kombinierte Zell- und Markscheidenfarbung nach Kluver-Barrera)

Die LFB-Farbung dient der Darstellung von Myelinscheiden und dem Nachweis von
Demyelinisierung im ZNS. Der basische Farbstoff in saurer, alkoholischer Ldsung zeigt eine
starke Affinitat zu Phospholipiden in den Myelinscheiden. Nach der Uberfarbung mit dem
tiefblauen Luxol-Fast-Blue erfolgt die Differenzierung mit der basischen, waéssrigen
Lithiumcarbonat-Lésung, um die graue und weile Substanz zu unterscheiden. Zur
Gegenfarbung und \ertiefung der Myelinfarbung eignet sich z. B. Kresylviolett.
Markscheiden erscheinen turkisblau und Zellkerne blauviolett.

LFB-Farbung, Durchfiihrung bei RT:

Absteigende Alkoholreihe
(ohne 70%igen Alkohol und Aqua dest.)

LFB-L&sung 4 h (bei 60 °C)

Spilen in 96%igen Alkohol kurz

Spiilen in Aqua dest. kurz

0,05%ige Lithiumcarbonat-Ldsung 1 min

Differenzieren in 70%igem Alkohol kurz (bis graue und weiRe Substanz abgrenzbar

sind, ggf. zuriick in Lithiumcarbonat-Lsung)

1%ige Essigséure 1min
1%ige KV-Ldsung 5 min
Spilen in 1%iger Essigsaure 20 sec

Aufsteigende Alkoholreihe
(ohne 70%igen Alkohol)

Eindecken mit Eukitt®
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3.2.7. Immunhistochemische Farbungen

Immunhistochemische Farbungen bieten die Mdglichkeit des qualitativen und quantitativen
Nachweises bestimmter Antigen-Strukturen und deren Lokalisation sowie Dissemination im
Gewebe. Dabei stellen Antikdrper, Enzyme und Chromogene grundlegende Bausteine dar.

Als Grundlage der Durchflihrung diente ein gebrauchsfertiges polyvalentes Reagenzien-Kit
UltraVision LP Large Volume Detection System, HRP Polymer (Ready-To-Use) der Firma
Thermo  Scientific®. Diese immunhistochemische Methode stellt ein indirektes
Nachweisverfahren dar.

Dabei kommt es mittels Primary Antibody Enhancer und einem Polymer-System der zweiten
Generation zur Amplifizierung des Antikdrper-Signals. Zur Erlangung optimaler Ergebnisse
wurde eine Verdinnungsstufe mit gréRtmaoglicher, spezifischer Farbeintensitat bei
kleinstmdglicher Hintergrundfarbung gewahlt, je nach Angaben des Herstellers. Im Falle des
nicht-kommerziellen Antikdrpers gegen das BDV-Nukleoprotein wurden nach Titration ein
Proteingehalt von 1,2 mg/ml und eine Verdiinnung von 1:1000 ermittelt.

Den einzelnen Protokollen ist zu entnehmen, ob die Proben, abhdngig vom verwendeten

Antikorper, vorbehandelt wurden.
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3.2.7.1. BDV-Nukleoprotein (p38)

Mittels des in diesem Falle verwendeten Antikdrpers kann das BDV-Nukleoprotein p38, vom

offenen Leserahmen ORF | codiert, dargestellt werden. Bereits in frihen Infektionsstadien ist

p38 im ZNS nachweisbar. Die Gehirne aller Tiere wurden auf Anwesenheit des p38 als

Indikator fiir die BDV-Infektion hin untersucht.

BDV-Antigen (p38), Durchfiihrung bei RT:

Absteigende Alkoholreihe

Spulen mit TBST-20X kurz
Zur Inaktivierung endogener Peroxidasen in feuchter Kammer mit 100 pl 10 min
Hydrogen Peroxide Block beschichten

Spilen mit TBST-20X kurz
In feuchter Kammer mit 100 pl Antikorper-Losung (Mouse-anti-BDV p38/40 45 min
protein 38/17C1; 1:1000 verdinnt mit Dako REAL™ Antibody Diluent)

beschichten

Spilen mit TBST-20X kurz
In feuchter Kammer mit 100 pl Primary Antibody Enhancer beschichten 10 min
Spilen mit TBST-20X kurz

In feuchter Kammer mit 100 pl HRP Polymer beschichten 15 min
Spulen mit TBST-20X kurz
Mit 100ul frisch angesetzter DAB-L6sung beschichten 3-5min
Spilen mit Aqua dest. kurz
Gegenfarben mit Hdmalaun fir IHC 5 min
Bléauen in Leitungswasser 3 min

Aufsteigende Alkoholreihe

Eindecken mit Eukitt®

39



MATERIAL UND METHODEN

3.2.7.2. Saures Gliafaserprotein (Glial Fibrillary Acidic Protein/GFAP)

Das saure Gliafaserprotein gehdrt zu den Intermediérfilamenten. Es wird besonders im
Zytoplasma sowohl reifer, reaktiver Astroglia als auch in Ependymzellen des ZNS exprimiert.
In Astrozyten bildet das 50 kDa groRe, filamentdse Protein einen Bestandteil des Zytoskeletts
(BIGNAMI et al., 1972, UYEDA et al., 1972). Man geht davon aus, dass GFAP fir die
Morphologie und Motilitat der Astrozyten sowie die Myelinisierung und Integritat der Blut-
Hirn-Schranke eine entscheidende Rolle spielt.

Astrozyten (GFAP), Durchfiihrung bei RT:
Absteigende Alkoholreihe
Spilen mit TBST-20X kurz

Zur Inaktivierung endogener Peroxidasen in feuchter Kammer mit 100 pl 10 min
Hydrogen Peroxide Block beschichten
Spilen mit TBST-20X kurz

In feuchter Kammer mit 100 pl Antikdrper-Lésung (Polyclonal Rabbit Anti- 45 min
Glial Fibrillary Acidic Protein 1:2000 verdiinnt mit Dako REAL™ Antibody
Diluent) beschichten

Spulen mit TBST-20X kurz

In feuchter Kammer mit 100 pl Primary Antibody Enhancer beschichten 10 min
Spilen mit TBST-20X kurz

In feuchter Kammer mit 100 pl HRP Polymer beschichten 15 min
Spulen mit TBST-20X kurz

Mit 100ul frisch angesetzter DAB-L&sung beschichten 3-5min
Spilen mit Aqua dest. kurz
Gegenféarben mit H&dmalaun fir IHC 5 min
Blauen in Leitungswasser 3 min

Aufsteigende Alkoholreihe
Eindecken mit Eukitt®
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3.2.7.3. Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktor (Olig2)

Der Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktor ist ein basic helix-loop-helix  (bHLH)
Transkriptionsfaktor und wird durch das Gen Olig2 kodiert. In der bHLH-Familie existieren
dartiber hinaus Oligl und Olig3. Die Expression von Olig2 findet vor allem im ZNS statt, in
dem es in verschiedenen Entwicklungsstadien einerseits als neurogener, andererseits als anti-
neurogener Faktor wirken kann. Olig2 spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung
von Oligodendrozyten und Astrozyten sowie von Motoneuronen. Es reduziert indirekt die
GFAP-Expression und damit die Astrozytenproliferation (SETOGUCHI und KONDO, 2004).

Oligodendrozyten (Olig2), Durchfiihrung bei RT:
Absteigende Alkoholreihe

Zur Demaskierung mit Citratpuffer im Dampfgarer vorbehandeln 20 min
Spulen mit TBST-20X kurz
Zur Inaktivierung endogener Peroxidasen in feuchter Kammer mit 100 pl 10 min

Hydrogen Peroxide Block beschichten
Spilen mit TBST-20X kurz

In feuchter Kammer mit 100 pl Antikoérper-Losung (Anti-Human Olig2 Rabbit | 45 min
IgG 1:50 verdiinnt mit Dako REAL™ Antibody Diluent) beschichten

Spilen mit TBST-20X kurz

In feuchter Kammer mit 100 pl Primary Antibody Enhancer beschichten 10 min
Spilen mit TBST-20X kurz

In feuchter Kammer mit 100 pl HRP Polymer beschichten 15 min
Spilen mit TBST-20X kurz

Mit 100pl frisch angesetzter DAB-L6sung beschichten 3-5min
Spllen mit Aqua dest. kurz
Gegenfarben mit Hdmalaun fir IHC 5 min
Bléuen in Leitungswasser 3 min

Aufsteigende Alkoholreihe
Eindecken mit Eukitt®
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3.2.7.4. lonized Calcium-binding Adapter Molecule 1 (Ibal)

Ibal, auch als Allograft Inflammatory Factor-1 (AlF-1) bekannt, wird durch das gleichnamige

Gen Kkodiert. Im Gehirn wird das Ibal-Gen besonders im Mikroglia-Zytoplasma exprimiert.

Ibal spielt vermutlich bei der entziindungsbedingten Aktivierung und Funktion (Phagozytose)

von Makrophagen/Mikroglia eine Rolle. Die Ibal-Expression in Mikroglia wird u. a. in Folge

von Nervenschadigung hochreguliert (ITO et al., 1998).

Mikroglia/Makrophagen (Ibal), Durchfiihrung bei RT:

Absteigende Alkoholreihe

Zur Demaskierung mit Citratpuffer im Dampfgarer vorbehandeln 20 min
Spilen mit TBST-20X kurz
Zur Inaktivierung endogener Peroxidasen in feuchter Kammer mit 100 pl 10 min
Hydrogen Peroxide Block beschichten

Spulen mit TBST-20X kurz
In feuchter Kammer mit 100 pl Antikdrper-Lésung (Anti-1ba-1 Polyclonal 45 min
Rabbit 1:400 verdiinnt mit Dako REAL™ Antibody Diluent) beschichten

Spulen mit TBST-20X kurz
In feuchter Kammer mit 100 pl Primary Antibody Enhancer beschichten 10 min
Spilen mit TBST-20X kurz

In feuchter Kammer mit 100 pl HRP Polymer beschichten 15 min
Spilen mit TBST-20X kurz
Mit 100pl frisch angesetzter DAB-L&sung beschichten 3-5min
Spilen mit Aqua dest. kurz
Gegenfarben mit Hdmalaun fir IHC 5 min
Bl&uen in Leitungswasser 3 min

Aufsteigende Alkoholreihe

Eindecken mit Eukitt®
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3.2.8. Zellulare Quantifizierungen

In Abh&ngigkeit der zu untersuchenden Zellen und der Férbung kamen bei 400-facher
VergroRerung verschiedene Z&hl-Methoden zum Einsatz. Ein Hauptgesichtsfeld (HPF, high-
power field) entsprach bei der Auszahlung einer Flache von 0,16 mmZ. Pro Farbung wurde ein
Schnitt ausgewertet. Im Kortex (Lamina | bis 11l bzw. 1V), Corpus callosum, Hippocampus
und in den Kleinhirnschichten galten jene Bereiche als repréasentativ, die die zu
untersuchenden Zellen beziiglich Morphologie bzw. immunhistologischer Signalwirkung
prazise erkennen lieRRen.

Abbildung 3-2: Untersuchte Bereiche im Gehirn einer NBAE-Ratte

Schnittflache ca. 3 mm parasagittal (entspricht ungefahr der Angabe nach PAXINOS und
WATSON, 1998: Lateral 3.40 mm, Figure 86); CA = Cornu ammonis (Ammonshorn); Cc =
Corpus callosum; Hc = Hippocampus (Bereich neben Ammonshorn); K = Kortex; KHM =
Kleinhirnmark; Koér = Kornerzellschicht des Kleinhirns; Mol = Molekularschicht des
Kleinhirns; PZ = Purkinjezellschicht
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Hippocampus: Im Bereich des Ammonshorns wurden die einzelnen CA-Abschnitte 1 bis 3
und der Gyrus dentatus in jeweils einem repréasentativen HPF auf degenerierte Neuronen hin
untersucht und deren prozentualer Anteil an der Gesamtzellzahl der Neuronen des

Ammonshorns pro HPF festgestellt.

Purkinjezellen: Nach der Auszéhlung von PZ in jeweils finf reprasentativen HPF fand

daraus die Bildung des Medians statt.

BDV-infizierte Zellen: In Gehirnarealen mit ausgeprégter Infektion wurden in jeweils drei
reprasentativen HPF p38" Zellen nummerisch ermittelt. Daraufhin erfolgte mithilfe des
Medians die Errechnung ihres prozentualen Anteils an der Gesamtzellzahl aller erkennbaren
Zellen (unabhéngig vom Zelltyp) pro HPF. Zur grafischen Darstellung der Ergebnisse jeder
Altersgruppe kam der arithmetische Mittelwert der errechneten prozentualen Anteile zum

Einsatz.

Gliazellen: Die Ermittlung von Gliazellen fand in jeweils drei repréasentativen HPF im
Kortex, Hippocampus und Kleinhirnmark (Astrozyten und Mikroglia) bzw. im Corpus
callosum und Kleinhirnmark (Oligodendrozyten) statt. Pro Tier und Altersgruppe wurde
daraus der Median gebildet.

Beriicksichtigung fanden ausschlieBlich Astrozyten und Mikroglia mit Klar erkennbarem
Zellkdrper und Auslaufern sowie Oligodendrozyten mit deutlich gefarbtem Zellkern.
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4. ERGEBNISSE

Im NBAE-Modell wurden neonatale Lewis-Ratten mit dem BDV (ber ein Aerosol infiziert.
Zu diesem Zeitpunkt war das Immunsystem nicht ausgereift und somit nicht reaktionsféhig
bzw. eine Immuntoleranz gegeniiber dem BDV induziert. Daraus l&sst sich schlussfolgern,
dass histopathologische Verdnderungen nahezu ausschlieRlich durch virale Einflisse direkt
oder indirekt hervorgerufen wurden. Folgen einer Immunreaktion wie bei der klassischen BD
traten somit in den Hintergrund.

Um eine optimale Darstellung der neuropathologischen Langzeitverdnderungen bis zu zwei
Jahren zu erreichen, wurden die Tiere in fiinf verschiedene Altersgruppen unterteilt und
gesunde Kontrolltiere in der unten aufgefiihrten Tabelle griin unterlegt (Tab. 4-1).

Die Angaben zu Alter, Geschlecht und Klinik stellte Herr Prof. Dr. L. Stitz, Leiter des Instituts
fur Immunologie des Friedrich-Loeffler-Instituts in Tibingen, bereit.

Um zu eruieren, inwiefern das BDV Einfluss auf zentralnervése Strukturen ausibte, lagen der
semiquantitative Verlauf der Entwicklung von PZ und GZ (Astro-, Oligodendro- und
Mikroglia) sowie die Beurteilung der weil3en Substanz und der Neuronen im Hippocampus im
Fokus der histopathologischen Untersuchungen.
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Tabelle 4-1: Versuchstiere

Tier Alter (d) | Geschlecht

4 bis 6 Wochen

Lewis NL-4 30 m
BDV neg 4Wo 28 m
6. NL Lewis 42 k. A.
4. NBAE T6 28 k. A.
6. NBAE T7 42 k. A.
19 NBAE.1 28 m
19 NBAE.2 28 m
19 NBAE.3 28 w
4 bis 6 Monate

Lewis NL 1 190 m
Lewis NL 2 190 m
Lewis NL 3 190 m
Lewis NL 4 190 m
22. NL Lewis 154 k. A.
I BDV NBAE 1 (Nr. 4) 110 k. A.
| BDV NBAE 2 (Nr. 6) 110 k. A.
| BDV NBAE 3 (Nr. 9) 110 k. A.
| BDV NBAE (Nr. 11) 110 k. A.
11 BDV NBAE 1 (Nr. 7) 110 k. A.
11 BDV NBAE 2 (Nr. 10) 110 k. A.
11 BDV NBAE 3 (Nr. 13) 110 k. A.
11 BDV NBAE 4 (Nr.14) 110 k. A.
111 BDV NBAE 1 (Nr. 5) 110 k. A.
111 BDV NBAE 2 (Nr. 3) 110 k. A.
111 BDV NBAE 3 (Nr. 12) 110 k. A.
IV BDV NBAE 1 (Nr. 1) 110 k. A.
BDV NBAE 4 (Nr. 8) 110 k. A.
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Tabelle 4-1: (Fortsetzung)

Tier Alter (d) | Geschlecht
12 bis 15 Monate
Lewis Kontrolle NL Q 1 367 w
Lewis Kontrolle NL @ 2 367 w
Lewis Kontrolle NL @ 3 367 w
Lewis Kontrolle NL &' 1 367 m
Lewis Kontrolle NL & 2 367 m
Lewis Kontrolle NL & 3 367 m
BDV Lew Carrier NBAE Q 1 367 w
BDV Lew Carrier NBAE @ 2 367 w
BDV Lew Carrier NBAE @ 5 367 w
BDV Lew Carrier NBAE & 1 367 m
BDV Lew Carrier NBAE & 2 367 m
BDV Lew Carrier NBAE & 3 367 m
14 NBAE 1 430 m
off VIII NBAE 470 w
19 Monate
12 NBAE 1 570 m
12 NBAE 2 570 m
13 NBAE 7 580 w
13 NBAE 8 580 w
21 bis 26 Monate
Lewis 53 680 k. A
Lewis 61 680 k. A.
Lewis 65 680 k. A.
11 NBAE 8 635 m
IX NBAE 4 735 w
18 NBAE 1 790 w
18 NBAE 2 790 m
18 NBAE 5 790 w
18 NBAE 6 790 w
18 NBAE 8 790 w

BDV = Borna-Disease-Virus; d = Tage; k. A. = keine Angabe; m/3 = mannlich; NBAE =
neonatal-Aerosol-infiziert; neg = negativ; NL = normal Lewis; T = Tier; w/Q = weiblich; Wo =
Wochen

Klinik: Die klinische Auswertung aller gesunden Kontrolltiere verlief ohne besonderen
Befund. Insgesamt waren die NBAE-Tiere ebenfalls klinisch unauffallig. Einzelne &ltere Tiere
zeigten physische Veranderungen wie stumpfes oder aufgeplustertes Fell, geschwollene
Gliedmalien, leicht erhdhtes Kérpergewicht oder maRigen Korperfettanteil und leichte

Kopfschiefhaltung. Lediglich eine NBAE-Ratte erschien desorientiert.
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4.1. Standardfarbung (HE-Farbung)

Die HE-Farbung diente dazu, einen Uberblick iiber die histopathologischen Veranderungen zu
erhalten. Der Fokus lag auf der Zelldichte von PZ (Kap. 4.2.1.), Substanzverlust und
entztindlichen Infiltraten.

Kontrolltiere: Die gesunden Kontrolltiere wiesen bis auf vier Ausnahmen keine Alterationen
auf. Ein Tier aus der Altersgruppe ,,12 bis 15 Monate (Lewis Kontrolle NL ¢ 3) und die drei
zweijahrigen Kontrolltiere (Lewis 53, Lewis 61, Lewis 65) zeigten altersabhdngige,
geringgradige Vakuolisierungen in der weiRen Substanz, besonders im Kleinhirnmark, und

einen partiellen Verlust von PZ.

4 bis 6 Wochen: Etwa einen Monat nach der neonatalen, aerogenen Infektion mit dem BDV
waren histopathologische Befunde in Form von gering ausgepragten, perivaskuléren,
mononukleéren Infiltraten zu verzeichnen (6. NBAE T7, 19 NBAE.1; 19 NBAE.2, 19 NBAE.3)
(Abb. 4-1). Bei einem Tier fielen eine leichte Verminderung der PZ-Dichte und eine
Vakuolisierung im Kleinhirnmark auf (6. NBAE T7).

4 bis 6 Monate: In dieser Gruppe war bei nahezu allen Ratten die PZ-Dichte verringert (1
BDV NBAE 2 (Nr. 6), | BDV NBAE 3 (Nr. 9), | BDV NBAE (Nr. 11), 11 BDV NBAE 1 (Nr. 7), 1l
BDV NBAE 2 (Nr. 10), Il BDV NBAE 3 (Nr. 13), 11 BDV NBAE 4 (Nr.14), 11l BDV NBAE 1
(Nr. 5), 111 BDV NBAE 3 (Nr. 12), BDV NBAE 4 (Nr. 8)). Eine fokale bis diffuse Vermehrung
der Gliazellen gab es bei fiinf Tieren (I BDV NBAE 1 (Nr. 4), 11 BDV NBAE 3 (Nr. 13), 11l
BDV NBAE 2 (Nr. 3), 11l BDV NBAE 3 (Nr. 12), IV BDV NBAE 1 (Nr. 1)). Des Weiteren war
bei einem Tier eine Verschmélerung des Kortex und der Kleinhirnschichten auffallig (I1 BDV
NBAE 4 (Nr.14)) (Abb. 4-2).

12 bis 15 Monate: Bei allen Einjahrigen reduzierte sich die PZ-Dichte. AuRerdem fiel bei
vier BDV-infizierten Ratten eine Verschmélerung der Kleinhirnschichten auf (BDV Lew
Carrier NBAE Q 2, BDV Lew Carrier NBAE @ 5, BDV Lew Carrier NBAE J 2, BDV Lew
Carrier NBAE & 3). Als weitere Befunde stellten sich Gliosen (BDV Lew Carrier NBAE 2 1,
BDV Lew Carrier NBAE & 3) und ein vakuolenartiger Substanzverlust in der weien
Substanz heraus (BDV Lew Carrier NBAE @ 2, off VIII NBAE).
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19 Monate: In dieser Gruppe verringerte sich die PZ-Zahl. Die weifle Substanz zeigte bei
zwei Tieren eine vakuolenartige Verdnderung (12 NBAE 2, 13 NBAE 7) (Abb. 4-3). Bei einem
Tier waren multifokal Nekroseherde zu verzeichnen (12 NBAE 1) (Abb. 4-4).

21 bis 26 Monate: Der Verlust von PZ war in dieser Gruppe ausgeprégt. Auerdem fielen die
starke Vermehrung von Gliazellen und ein vakuolenartiger Substanzverlust auf. Zusatzlich
zeigte ein Tier einen Hydrocephalus internus bei verringerter Kortexbreite

(18 NBAE 2) (Abb. 4-5).

Abbildung 4-1

Sl L R R PRI 4 bis 6 Wochen® (19 NBAE.1):
% ’ N 1 perivaskulére, mononukleire

Infiltrate (Pfeile)

(HE, 200-fache Vergrolierung)
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Abbildung 4-2

SNERS

50

.4 bis 6 Monate* (Lewis NL 2):
Kleinhirnschichten einer gesunden
Ratte mit physiologischer Breite
(HE, 200-fache Vergrélierung)

,,4 bis 6 Monate*

(11 BDV NBAE 4 (Nr. 14)):
BDV-infizierte Ratte mit
verschmalerten Kleinhirnschichten
(HE, 200-fache Vergrofierung)
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Abbildung 4-3

,»,19 Monate* (12 NBAE 2):
vakuolenartiger Substanzverlust
bei BDV-Infektion

(HE, 200-fache Vergrélierung)

,»19 Monate* (12 NBAE 1):
Nekroseherde bei einem
BDV-infizierten Tier

(HE, 200-fache Vergrolerung)

,,21 bis 26 Monate* (18 NBAE 2):
erweiterter Ventrikel (V) und
verschmélerter Kortex (K)

(HE, 50-fache VergroRerung)
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4.2. Spezialfarbungen

4.2.1. Neuronen (KV-Farbung)

Das NBAE-Modell zeigt Verdnderungen, die vorrangig durch das BDV per se und nicht durch
mechanische Einfliisse verursacht werden. Im Gegensatz dazu kdnnen andere BDV-Ratten-
Modelle Folgen der Lésionen durch die intrazerebrale Virus-Inokulation die Ergebnisse
(potentiell) verfélschen bzw. beeinflussen.

Hippocampus: Im Bereich des Ammonshorns im Hippocampus in den einzelnen
CA-Abschnitten 1 bis 3 und im Gyrus dentatus fand eine semiquantitative Auswertung
degenerierter Neuronen statt (zelluldre Quantifizierung: Kap. 3.2.8.; Zahl-Ergebnisse: Kap.
9., Tab. 9-1).

Abbildung 4-6: Querschnitt eines Rattengehirns in Hohe des Hippocampus

Abbildung modifiziert aus: PELLEGRINO und CUSHMAN, 1967

A = Agquaeductus mesencephali; CA = Cornu ammonis (Ammonshorn); Cc = Corpus
callosum; Gd = Gyrus dentatus; K = Kortex; V = Ventrikel
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Tabelle 4-2: Ergebnisse der KV-Farbung im Hippocampus

Lokalisation

CAlL | cA2 | cA3

Tier

4 bis 6 Wochen

Lewis NL-4

BDV neg 4Wo

6. NL Lewis

4. NBAE T6

6. NBAE T7

19 NBAE.1

19 NBAE.2

19 NBAE.3

4 bis 6 Monate

Lewis NL 1

13,0

Lewis NL 2

Lewis NL 3

Lewis NL 4

22. NL Lewis

I BDV NBAE 1 (Nr. 4)

I BDV NBAE 2 (Nr. 6)

| BDV NBAE 3 (Nr. 9)

| BDV NBAE (Nr. 11)

11 BDV NBAE 1 (Nr. 7)

11 BDV NBAE 2 (Nr. 10)

11 BDV NBAE 3 (Nr. 13)

11 BDV NBAE 4 (Nr. 14)

111 BDV NBAE 1 (Nr. 5)

111 BDV NBAE 2 (Nr. 3)

111 BDV NBAE 3 (Nr. 12)

16,7

IV BDV NBAE 1 (Nr. 1)

BDV NBAE 4 (Nr. 8)

- - 9,1
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Tabelle 4-2: (Fortsetzung)

Lokalisation CAlL | cA2 | cA3
Tier
12 bis 15 Monate
Lewis Kontrolle NL @ 1 - - -
Lewis Kontrolle NL @ 2 - - 4,8
Lewis Kontrolle NL ¢ 3 - - -
Lewis Kontrolle NL & 1 - - -
Lewis Kontrolle NL & 2 - n. a. -
Lewis Kontrolle NL & 3 - n. a. -
BDV Lew Carrier NBAE @ 1 14,3 - -
BDV Lew Carrier NBAE ¢ 2 - - -
BDV Lew Carrier NBAE ¢ 5 9,1 - n. a.
BDV Lew Carrier NBAE & 1 11,8 - 11,1
BDV Lew Carrier NBAE & 2 - - -
BDV Lew Carrier NBAE & 3 - - -
14 NBAE 1 20,0 - -
off VIII NBAE 28,6 - -
19 Monate
12 NBAE 1 o1 | 318 [NEAEN
12 NBAE 2 - - 48,3
13 NBAE 7 33,3 - 33,3
13 NBAE 8 - - 23,1
21 bis 26 Monate
Lewis 53 3,2 - -
Lewis 61 28,6 3,8 9,1
Lewis 65 - - -
11 NBAE 8 11,8 -
IX NBAE 4 - -
18 NBAE 1 - - -
18 NBAE 2 44,4 - A
18 NBAE 5 33,3 - -
18 NBAE 6 - 4,8 3,8
18 NBAE 8 - - 9,1

Angaben in Prozent; BDV = Borna-Disease-Virus; CA = Cornu ammonis (Ammonshorn);
m/d = mannlich; n. a. = nicht auswertbar; NBAE = neonatal-Aerosol-infiziert; neg = negativ;
NL = normal Lewis; T = Tier; w/Q = weiblich; Wo = Wochen; - = keine Veranderung; gelb =
< 10 % veréndert; orange = 10 — 50 % verandert; rot = > 50 % verandert
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Kontrolltiere: Bis auf flinf Ratten mit geringem bis mittlerem Degenerationsanteil zeigten die
gesunden Kontrolltiere keine verénderten Neuronen im Ammonshorn und Gyrus dentatus
(Abb. 4-7).

Aus Tab. 4-2 ist zu entnehmen, dass mit zunehmendem Alter der infizierten Tiere insgesamt
ein Anstieg der prozentualen Anteile von deformierten Neuronen vermehrt im CA1 und CA3
auftrat.

Soweit auf den Schnittebenen vorhanden, waren die Zellen des Gyrus dentatus in jeder
Altersgruppe dicht gelagert und gut erkennbar mit klarem Zellkern.

4 bis 6 Monate: In der Gruppe ,,4 bis 6 Monate* zeigten sich im Bereich CA1 bei vier von 13
Tieren im Durchschnitt 17,7 % degenerierte Zellen sowie in CA3 bei einem Tier ein sehr
hoher Anteil von 69,2 %. Weniger als ein Flnftel war bei zwei weiteren Tieren in CA3 bzw.

sowohl im CA2 als auch im CA3 degeneriert.

12 bis 15 Monate: Die Halfte der einjahrigen Ratten hatten im Bereich CAL und ein Tier
zusatzlich in CA3 einen dhnlich grofien Anteil wie die der Gruppe ,,4 bis 6 Monate* (16,7 %).

19 Monate: Bei allen 19 Monate alten Tieren waren im Durchschnitt 39,8 % der Neuronen im
Abschnitt CA3 degeneriert. CA1 und CA2 waren zusétzlich jeweils bei zwei Ratten zu etwa
einem Dirittel betroffen.

21 bis 26 Monate: Drei von sieben Tieren dieser Gruppe zeigten in CAl bzw. CA3 einen

prozentualen Anteil deformierter Neuronen von lber 60 % (Abb. 4-8). Bei einem weiteren
Tier war ein Drittel im Bereich CA1 degeneriert.

55



ERGEBNISSE

Abbildung 4-7
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,»21 bis 26 Monate* (18 NBAE 2):

| BDV-infizierte Ratte mit

‘| degenerierten Neuronen
(unregelmaRige, eckig deformierte
Zellgrenzen und unklar erkennbare
Zellstrukturen bei verwaschener
Farbung)

(KV, 200-fache VergréfRerung)
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Purkinjezellen: Bisher kam es haufig am Ratten-Modell mit neonataler BDV-Infektion zur
Beschreibung einer Verringerung der PZ-Dichte (EISENMAN et al., 1999). Mithilfe der KV-
Féarbung war die Beurteilung moglich, wie viele PZ durch die BDV-Infektion im Vergleich
zum physiologischen Verlust im Verlauf von bis zu zwei Jahren untergehen (zelluldre
Quantifizierung: Kap. 3.2.8.; Z&hl-Ergebnisse: Kap. 9., Tab. 9-2).

Um den physiologischen und den BDV-bedingten Verlust der PZ prozentual zu ermitteln,
diente der Median der gesunden Tiere aus Gruppe ,,4 bis 6 Wochen“ als Bezugswert,
ausgehend davon, dass im ersten Lebensmonat eine etwa 100%ige PZ-Anzahl vorhanden ist
(ALTMAN, 1972).

Zur Bewertung der Einflussstarke des BDV wurde des Weiteren pro Altersgruppe die
Differenz von physiologischem und BDV-bedingtem Verlust gebildet. Aufgrund fehlender
Kontrolltiere konnte die Altersgruppe ,,19 Monate“ bei dieser Auswertung nicht
beruicksichtigt werden.

Abbildung 4-9: Anzahl der Purkinjezellen
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3
E \/
'?
-
0 = = = =
= = = = = = z | = E | Gruppe
= 2= g = g = | = g
1 ] 12 19 4 Alter (Mon.)

BDV = Borna-Disease-Virus-infiziert; Mon. = Monate; PZ = Purkinjezelle; 1 = ,4 bis 6
Wochen®; 6 = ,,4 bis 6 Monate*; 12 = ,,12 bis 15 Monate®; 19 =,,19 Monate*; 24 =,21 bis 26
Monate*
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Abbildung 4-10: Verlust der Purkinjezellen
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Abbildung 4-11: Differenz von physiologischem und BDV-bedingtem Verlust
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Der physiologische Verlust von PZ stellte sich nahezu linear dar. Beim Anstieg des gesamten
PZ-Verlusts blieb bei den NBAE-Ratten in den Gruppen ,,4 bis 6 Monate” und ,,12 bis 15
Monate” die PZ-Anzahl relativ konstant (Abb. 4-9 und Abb. 4-10).

Die Differenz zwischen dem physiologischen PZ-Verlust und dem Verlust durch das BDV
zeigte einen Peak in der Gruppe ,4 bis 6 Monate“ (Abb. 4-11). Diese Tatsache ist
maglicherweise als Degenerationsgrad zu deuten, d. h. im Vergleich zu physiologischen
Alterungsprozessen kommt es durch das BDV zu einer Verstarkung der \eranderungen.

In Abb. 4-12 ist der ausgepragte PZ-Verlust bei einem zwei Jahre alten NBAE-Tier im
Vergleich zu einem einmonatigen Kontrolltier deutlich dargestellt.
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Abbildung 4-12

i ,,4 bis 6 Wochen (6. NL Lewis):
gesundes Kontrolltier mit
physiologischer Purkinjezell-
Dichte (Pfeile)

(KV, 200-fache VergroRRerung)

,,21 bis 26 Monate“ (18 NBAE 6):
" .. ¥ verringerte Purkinjezell-Zahl

i - & (Pfeile) bei BDV-Infektion

f, - B& (KV, 200-fache Vergroferung)
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4.2.2. Neuronen und Markscheiden (LFB-Farbung)

Die LFB-Farbung ist eine kombinierte Zell- und Markscheidenfarbung und erméglicht die
Beurteilung des Erscheinungsbildes der Nervenfasern mit ihren Markscheiden und das der
Nervenzellen.

Kontrolltiere: Die Gehirne der nicht-infizierten Lewis-Ratten waren bis zu einem Alter von
einem Jahr weitestgehend frei von Verdnderungen. Nur in einigen Fallen war ein geringer
Verlust von Neuronen im Kortex und im Cornu ammonis des Hippocampus zu verzeichnen
(Lewis NL 1, Lewis NL 3, Lewis Kontrolle NL Q@ 2, Lewis 53, Lewis 61). Weitere
Alterungszeichen in Form von einer aufgelockerten Struktur der Nervenfasern wiesen die ein-

und zweijéhrigen gesunden Tiere auf.

4 bis 6 Wochen: Die einmonatigen Tiere zeigten neben der Bildung von Vakuolen im
Kleinhirnmark fokal degenerierte Nervenzellen.

4 bis 6 Monate: In dieser Gruppe waren einige degenerierte Neuronen im hippocampalen
Cornu ammonis bei neun Tieren aufféllig (I BDV NBAE 2 (Nr. 6), | BDV NBAE (Nr. 11), 1l
BDV NBAE 1 (Nr. 7), Il BDV NBAE 2 (Nr. 10), 1| BDV NBAE 3 (Nr. 13), 11l BDV NBAE 2 (Nr.
3), 11l BDV NBAE 3 (Nr. 12), IV BDV NBAE 1 (Nr. 1), BDV NBAE 4 (Nr. 8)). Eine weitere
Verénderung stellte sich in der aufgelockerten Faserstruktur im Kleinhirnmark und der
reduzierten Faserdichte mit erhdhter Zellzahl im gesamten Gehirn heraus (Abb. 4-13).

12 bis 15 Monate: Bei diesen Tieren standen die verringerte Faserdichte und die erhéhte
Zellzahl im Vordergrund, deutlich erkennbar im Kortex (Abb. 4-14). Die einzelnen Fasern
wirkten aufgelockert und unstrukturiert. Im gesamten Gehirn fielen fokal degenerierte
Neuronen auf, insbesondere im CA-Bereich bei fiinf Ratten (BDV Lew Carrier NBAE @ 1,
BDV Lew Carrier NBAE Q 5, BDV Lew Carrier NBAE & 1, 14 NBAE 1, off VIII NBAE).

19 Monate und 21 bis 26 Monate: In beiden Altersgruppen war die Faserdichte bei erhdhter
Zellzahl merklich verringert. Besonders im Kleinhirnmark fand sich ein vakuolenartiger
Substanzverlust (Abb. 4-15). Im Kortex und CA-Bereich stellten sich Neuronen irregulér
geformt und verschwommen, als Zeichen von Degeneration, dar. Bei funf Tieren waren
perlschnurartige Auflockerungen in der Axon- bzw. Myelinstruktur zu erkennen (12 NBAE 1,
13 NBAE 7, 13 NBAE 8, 11 NBAE 8, 18 NBAE 6) (Abb. 4-16).
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Abbildung 4-13

.4 bis 6 Wochen“ (BDV neg 4Wo):
Kleinhirnmark einer gesunden
Ratte

(LFB, 200-fache Vergrofierung)

,,4 bis 6 Monate*

(1 BDV NBAE 3 (Nr. 9)):
aufgelockerte Nervenfaser- bzw.
Markscheidenstruktur im
Kleinhirnmark bei BDV-Infektion
(LFB, 200-fache Vergroerung)
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Abbildung 4-14

,,12 bis 15 Monate*

(Lewis Kontrolle NL &3 I):
Kortex einer gesunden Ratte
(LFB, 200-fache Vergrofierung)

,,12 bis 15 Monate*

(BDV Lew Carrier NBAE &' I):
Kortex mit undeutlicher
Nervenfaser- bzw.
Markscheidenstruktur und erhéhter
Zelldichte bei BDV-Infektion
(LFB, 200-fache Vergréferung)
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Abbildung 4-15

,,19 Monate*“ (13 NBAE 7):
vakuolenartiger Substanzverlust im
Kleinhirnmark einer
BDV-infizierten Ratte

(LFB, 200-fache Vergrélerung)

Abbildung 4-16

,,19 Monate* (13 NBAE 7):
perlschnurartige Veranderung der Nervenfasern
(LFB, 400-fache Vergréferung)
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4.3. Immunhistochemische Farbungen

4.3.1. BDV-Antigen (p38)

Die hier durchgefilhrte immunhistochemische Féarbung diente dem Nachweis des BDV-
Nukleoproteins p38 und der Darstellung der Infektionsausbreitung.

Auf die qualitative Untersuchung des gesamten Gehirns, d. h. der Nachweis der erfolgreichen
Infektion, folgte die semiquantitative Begutachtung ausgewahlter Gehirnareale. Dazu zé&hlen
Kortex, Hippocampus sowie Kleinhirn (zelluldare Quantifizierung: Kap. 3.2.8.; Zahl-
Ergebnisse: Kap. 9., Tab. 9-3).

Tabelle 4-3: Infektionsausbreitung des BDV-Nukleoproteins p38

Lokalisation K | H | cA |kHM | ker | PZ | Mol
Altersgruppe
4 bis 6 Wochen 25,7 16,1 64,5 23,0 6,7 52,3 16,3
4 bis 6 Monate 42,7 16,2 68,9 5,0 2,3 43,7 18,3
12 bis 15 Monate | 28,3 | 158 | 63,2 | 20,7 | 30 | 386 | 11,9
19 Monate 480 | 21,7 | 740 | 155 | 97 83 | 222
21 bis 26 Monate 53,5 33,3 68,4 8,8 9,9 11,9 14,9

Angaben in Prozent; CA = Ammonshorn und Gyrus dentatus (groBe Neuronen); Hc =
Hippocampus (Bereich neben CA); K = Kortex; KHM = Kleinhirnmark; Kor =
Kornerzellschicht des Kleinhirns; Mol = Molekularschicht des Kleinhirns; n. a. = nicht
auswertbar; PZ = Purkinjezellschicht
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Abbildung 4-17: Parasagittaler Langsschnitt eines Rattengehirns

Abbildung modifiziert aus: PAXINOS und WATSON, 1998

Die farbig markierten Bereiche stellen die untersuchten Gehirnareale dar.

CA = Cornu ammonis (Ammonshorn); Cc = Corpus callosum; Gd = Gyrus dentatus; Hc
Hippocampus (Bereich neben CA); K = Kortex;, KHM = Kleinhirnmark; Kor

Kornerzellschicht des Kleinhirns; Mol = Molekularschicht des Kleinhirns; PZ

Purkinjezellschicht

Abbildung 4-18: Infektionsrate des BDV-Nukleoproteins p38
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In der immunhistochemischen Farbung zeigte sich, dass das gesamte Gehirn aller NBAE-
Tiere BDV-infiziert war. Auffallig war die starke BDV-Infektion der kortikalen &uBeren und
inneren Kdrnerschicht (Abb. 4-19) sowie des CA-Bereichs des Hippocampus (Abb. 4-20)
und der PZ (Abb. 4-21). Infizierte Zellen wiesen ein deutliches Signal im Zellkern bzw.
Nukleolus auf. Insgesamt gab es im Cornu ammonis die héchste Zahl von p38* Zellen.

Die Infektionsrate der Neuronen im Hippocampus stieg in der Gruppe ,,19 Monate* leicht an
und war bei den Zweijahrigen aufgrund degenerierter Zellen wieder reduziert. Der infizierte
Anteil erhdhte sich bei verringerter Gesamtzellzahl. Spéater reduzierte sich dieser, da weniger
BDV-positive Zellen vorhanden waren. Zellen, in denen kein BDV detektiert werden konnte,
waren groftenteils deutlich degeneriert und somit nicht fahig, BDV-Protein zu exprimieren
(Abb. 4-22).

Ahnlich verhielt es sich im Kleinhirn. In den Gruppen ,,19 Monate“ und ,,21 bis 26 Monate*
war die Infektionsrate im \ergleich zu jlingeren Tieren geringer, da sich noch vorhandene PZ
als degeneriert erwiesen (Abb. 4-23). Als Ersatz war vermehrt Bergmann-Glia nachweisbar,
die in der p38-Immunhistochemie positiv erschien (12 NBAE 2, 13 NBAE 7, 11 NBAE 8, IX
NBAE 4, 18 NBAE 2). Zusitzlich zeigten sich im Kleinhirnmark bei funf Tieren die groRen
Neurone als infiziert (off VIII NBAE, 13 NBAE 7, 11 NBAE 8, 18 NBAE 1, 18 NBAE 5).

In der Grafik zeigen sich im Bereich des Kortex ebenfalls Schwankungen. Als mdgliche
Ursache gilt ebenfalls eine verringerte Gesamtzellzahl. Zum anderen ist die GroRe des
beobachteten Areals zu berticksichtigen. Das bedeutet, dass die Ausz&hlung im Gegensatz zu

kleineren, starker eingrenzbaren Arealen nicht einheitlich war.

66



ERGEBNISSE

Abbildung 4-19

,»,19 Monate* (13 NBAE 7):
Kortex mit deutlichen,
BDV-infizierten Zellen

(p38, 200-fache VergroRerung)

,,4 bis 6 Monate*

(11 BDV NBAE 2 (Nr. 3)):

intakte Neuronen im Ammonshorn
mit deutlichem BDV-Signal

(p38, 200-fache VergroRerung)

,,4 bis 6 Monate*

(IV BDV NBAE 1 (Nr. 1)):
p38* Purkinjezellen (Pfeile) im
Kleinhirn

(p38, 200-fache VergroRerung)
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,,21 bis 26 Monate* (IX NBAE 4):
degenerierte Neuronen (weilRe
Pfeile) im Ammonshorn, nur
einzelne Zellen sind p38*
(schwarze Pfeile)

,,21 bis 26 Monate* (IX NBAE 4):
degenerierte Purkinjezellen ohne
BDV-Signal (Pfeile)

(p38, 200-fache Vergroferung)
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4.3.2. Astrozyten (GFAP)

Zur semiquantitativen Bestimmung wurden Astrozyten im Kortex, Hippocampus (Bereich
neben dem Ammonshorn) und Kleinhirnmark ermittelt (zelluldre Quantifizierung: Kap.
3.2.8.; Zahl-Ergebnisse: Kap. 9., Tab. 9-4).

Die aufgefiihrten Grafiken (Abb. 4-24) lassen bei den zweijahrigen, gesunden Kontrollen
einen Anstieg der Astrozyten-Zahl erkennen. Im Alter ist physiologischerweise neben einer
Mikrogliose auch eine Astrogliose méglich (XIE et al., 2013).

Im Vergleich war die Anzahl bei den NBAE-Tieren partiell hoher und am starksten im
Hippocampus ausgeprdgt. In der Gruppe ,,12 bis 15 Monate* zeigte sich ein deutlicher Peak
und in den dlteren Gruppen ein Abfall unter das Ausgangsniveau.

Generell fiel auf, dass die Férbung im Kortex am schwéchsten und im Hippocampus am
starksten ausgeprégt war (Abb. 4-25 und Abb. 4-26).

zur Uberpriifung, ob ein signifikanter Unterschied zwischen der Astrozyten-Zahl der
gesunden und der NBAE-Ratten besteht, wurde ein ungepaarter t-Test durchgefihrt (Kap. 9.,
Tab. 9-7).
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Abbildung 4-24: Verlauf der Astrozyten-Zahl
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BDV = Borna-Disease-Virus-infiziert; Mon. = Monate; 1 = ,,4 bis 6 Wochen*; 6 =, 4 bis 6
Monate®; 12 =,,12 bis 15 Monate*; 19 =,,19 Monate*; 24 = ,,21 bis 26 Monate*
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Abbildung 4-25

,,12 bis 15 Monate*

(Lewis Kontrolle NL Q 3):
physiologische Dichte von
Astrozyten im Kortex einer
gesunden Ratte

(GFAP, 200-fache VergroRerung)

,,12 bis 15 Monate*

(BDV Lew Carrier NBAE < 2):
erhdhte Astrozyten-Zahl im
Kortex bei BDV-Infektion
(GFAP, 200-fache VergroRerung)
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,4 bis 6 Wochen* (6. NL Lewis):
physiologische Dichte von

| Astrozyten im Hippocampus einer

Za| gesunden Ratte
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(GFAP, 400-fache VergrdRerung)

,4 bis 6 Wochen* (4. NBAE T6):
erhohte Dichte von Astrozyten im
Hippocampus einer
BDV-infizierten Ratte

(GFAP, 400-fache VergrdRerung)
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4.3.3. Oligodendrozyten (Olig2)

Die Olig2-Farbung wurde durchgefiihrt, um einen Uberblick iiber die semiquantitativen
Verdnderungen der Oligodendroglia im Corpus callosum und Kleinhirnmark im Verlauf von
zwei Jahren zu erhalten (zelluldre Quantifizierung: Kap. 3.2.8.; Zahl-Ergebnisse: Kap. 9.,
Tab. 9-5).

Im Corpus callosum lieRen sich bei den NBAE-Ratten insgesamt deutlich weniger Olig2*
Zellen nachweisen als bei gesunden Tieren. In beiden Fallen blieb jedoch die
Oligodendrozyten-Zahl relativ konstant. Zuséatzlich fiel in der histologischen Untersuchung
eine Verschmalerung des Corpus callosum auf (Abb. 4-28).

Im Kleinhirnmark war zu Beginn der Messung die Zellzahl bei gesunden und infizierten
Tieren gleich. Sie sank bei den &lteren Gruppen auf ein niedrigeres, konstantes Level ab, bei
den NBAE-Tieren allerdings niedriger als bei den Kontrollen. Mdglicherweise besteht ein
kausaler Zusammenhang zwischen dem ausgepragten Verlust von Oligodendrozyten und dem
der PZ sowie der Myelinisierung (Kap. 5.2.).

Zur Uberpriifung, ob ein signifikanter Unterschied zwischen der Oligodendrozyten-Zahl der
gesunden und der NBAE-Ratten besteht, wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt (Kap. 9.,
Tab. 9-7).
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Abbildung 4-27: Verlauf der Oligodendrozyten-Zahl

Corpus callosnm

2% 2T E|% E B3 ocume
== = == = = = ==} = =
1 6 12 19 M Alter (Mon.)

Kleinhirnmark

2 % 2 FE E2|F 2 B E ompe
£ £ £ £
& & S &
1 ] 12 19

b Alter (Mon.)

BDV = Borna-Disease-Virus-infiziert; Mon. = Monate; 1 = ,.4 bis 6 Wochen*; 6 = ,4 bis 6
Monate*; 12 =,,12 bis 15 Monate*; 19 = ,,19 Monate*; 24 = ,,21 bis 26 Monate*
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75

,,21 bis 26 Monate* (Lewis 61):
physiologische Anzahl von
Oligodendrozyten im Corpus
callosum eines gesunden
Kontrolltieres

(Olig2, 200-fache VergroRerung)

,,21 bis 26 Monate“(18 NBAE 6):
Verschmélerung des Corpus
callosum mit verringerter
Oligodendrozyten-Zahl bei einem
BDV-infizierten Tier

(Olig2, 200-fache VergroRerung)
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Abbildu

v

ng 4-29

W

,,»4 bis 6 Monate* (Lewis NL 4):
Oligodendrozyten-Zahl im
Kleinhirnmark einer gesunden
Ratte

(Olig2, 400-fache VergroRerung)

,,4 bis 6 Monate*

(11 BDV NBAE 2 (Nr. 10)):

| verringerte Anzahl von Olig2*
Zellen im Kleinhirnmark bei
BDV-Infektion

(Olig2, 400-fache VergrdRerung)
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4.3.4. Mikroglia/Makrophagen (Ibal)

Zur semiquantitativen Bestimmung der Entwicklung der Mikroglia-Population wurden im
Kortex, Hippocampus (Bereich neben dem Ammonshorn) und Kleinhirnmark Mikroglia
gezéhlt (zelluldre Quantifizierung: Kap. 3.2.8.; Z&hl-Ergebnisse: Kap. 9., Tab. 9-6).

Gesunde und infizierte Ratten unterschieden sich dahingehend, dass letztgenannte einen
héheren Anteil Ibal* Zellen aufwiesen.

Generell fanden sich in der Auswertung der Mikroglia-Zahlen Schwankungen in allen
Altersgruppen, wobei die Zahl sowohl bei NBAE-Tieren als auch bei den Kontrollen in der
Gruppe ,,21 bis 26 Monate* im Kortex und Hippocampus sank (Abb. 4-30).

Zur Uberpriifung, ob ein signifikanter Unterschied zwischen der Mikroglia-Zahl der gesunden
und der NBAE-Ratten besteht, wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt (Kap. 9., Tab. 9-7).
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Abbildung 4-30: Verlauf der Mikroglia-Zahl
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BDV = Borna-Disease-Virus-infiziert; Mon. = Monate; 1 = ,,4 bis 6 Wochen*; 6 = ,.4 bis 6
Monate®; 12 =,,12 bis 15 Monate*; 19 =,,19 Monate*; 24 = ,,21 bis 26 Monate*
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Abbildung 4-31
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79

| .4 bis 6 Wochen* (Lewis NL-4):

Kortex mit physiologischer
Mikroglia-Dichte
(Ibal, 400-fache VergroRerung)

.4 bis 6 Wochen“ (6. NBAE T7):

1 stark erhdhter Anteil Ibal® Zellen
"l im Kortex bei BDV-Infektion

(Ibal, 400-fache VergroRerung)
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80

,,12 bis 15 Monate*

(Lewis Kontrolle NL @ 3):
Mikroglia-Zahl im Hippocampus
einer gesunden Ratte

(Ibal, 400-fache VergroRerung)

,,12 bis 15 Monate*

(BDV Lew Carrier NBAE Q 5):
BDV-infiziertes Tier mit leicht
erhéhter Mikroglia-Anzahl im

Hippocampus

: (Ibal, 400-fache VergroRerung)

,»,19 Monate (13 NBAE 8):

stark erhéhte Mikroglia-Dichte im
Hippocampus bei BDV-Infektion
(Ibal, 400-fache VergroRerung)
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Abbildung 4-33

,,21 bis 26 Monate* (Lewis 53):
gesunde Ratte mit physiologischer
Mikroglia-Anzahl im
Kleinhirnmark

(Ibal, 400-fache VergroRerung)

,»21 bis 26 Monate* (18 NBAE 8):
erhohter Anteil Ibal* Zellen im
Kleinhirnmark einer
BDV-infizierten Ratte

(Ibal, 400-fache VergroRerung)
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5. DISKUSSION

Um das Verstdndnis von Virus-assoziierten, neuropathogenen Mechanismen zu erweitern,
wurden neonatale Lewis-Ratten mit dem BDV uber ein Aerosol infiziert. Da die Tiere zum
Zeitpunkt der Infektion immuntolerant waren, resultierte eine persistente Infektion ohne
gleichzeitige Immunreaktion. Lediglich bei einzelnen NBAE-Ratten traten in den friihen
Infektionsphasen gering ausgeprégte, perivaskulére, lymphozytare Infiltrate von
unspezifischem Charakter auf, die vermutlich vorrangig aus CD4"* T-Effektorzellen bestehen.
Diese sind wahrscheinlich auf die anlockende Wirkung der Mikroglia auf Entzlindungszellen
aus dem peripheren Blut zurtickzufiihren (RAIVICH et al., 1998, GARDEN und MOLLER,
2006, LONDON et al., 2013) (Kap. 2.5.3.).

Die histopathologischen Untersuchungen bezogen sich vorrangig auf bestimmte Hirnareale,
wie Hippocampus, Kleinhirn und Kortex, sowie auf die quantitative Eruierung der Purkinje-
und Gliazellen. Der Fokus lag dabei auf den Langzeitverdnderungen bis zu einem Alter von
zwei Jahren und dem Vergleich zwischen alterungs- und infektionsbedingten Verénderungen.
Zur Optimierung der Auswertung wurden die Ratten in flinf Altersgruppen (,,4 bis 6 Wochen®,
,,4 bis 6 Monate*, ,,12 bis 15 Monate*, ,,19 Monate* und ,,21 bis 26 Monate*) eingeteilt.

5.1. Neuronale Degeneration im Hippocampus und Kleinhirn

5.1.1. Infektionsausbreitung im ZNS

In den bisherigen Arbeiten im Rahmen dieser Studie wurde bereits wenige Tage nach der
neonatalen Aerosol-Infektion BDV-Protein p38 in den Neuronen und Gliazellen
nachgewiesen (SOLLMANN, 2007, SCHEPERS, 2009, GEHRKE, 2011).

In dieser Doktorarbeit konnte mithilfe der immunhistochemischen Untersuchungen virales
Protein im gesamten ZNS bis zu einem Alter von zwei Jahren nahezu ohne immunologische
Reaktionen detektiert werden. Dieses Ergebnis belegt die Persistenz des BDV.

Dem BDV wird eine intraaxonale Transmission aufgrund von Studien mit intranasaler
Inokulation nachgesagt (CARBONE et al., 1987). Eine BDV-Infektion tber Lésionen in der
Maulschleimhaut wird zusétzlich in Betracht gezogen (BILZER et al., 1996). Diese Region
wird von Fasern des Nervus trigeminus innerviert, der dem Stammbhirn entspringt. So ist das
Virus in der Lage, retrograd zu wandern und folglich Hippocampus und Purkinjezellen zu
infizieren.

Da das BDV in dieser Studie Uber ein Aerosol aufgenommen wurde und alle Areale infiziert
waren, liegt eine rostrokaudale Infektionsroute innerhalb des Gehirns nahe.
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Uber den Bulbus olfactorius gelangt das BDV in den Hippocampus (CARBONE et al., 1987).
Diese beiden Strukturen sind aufgrund der phylogenetischen Entwicklung eng miteinander
verbunden. Da vom Hippocampus aus u. a. Moosfasern zu den Kornerzellen und
Purkinjezellen im Kleinhirn fihren (HAMLYN, 1961), infiziert das BDV auf diesem Weg
moglicherweise entsprechende Zellen. Auch bei anderen neurotropen Viren, wie dem
Staupevirus, wird vom Eindringen Uber die olfaktorischen Nervenfasern in zentrale
Gehirnareale berichtet (RUDD et al., 2006).

Nicht auszuschlieen ist die Hypothese einer humoralen Wanderung tber den Liquor. Nach
Aufnahme des BDV uber die Nasenschleimhaut kénnte es Uber die Fila olfactoria und den
Bulbus olfactorius in den Liquor-Raum (bertreten und von dort aus (ber Kortex und
Kleinhirn zentrale Gehirn-Areale infizieren. Fur diese Annahme existieren bisher jedoch keine
Hinweise in der Literatur.

Es ist hervorzuheben, dass bei der neonatalen BDV-Infektion die postnatale Entwicklung des
Monoamin-Systems beeintréchtigt wird und als Ursache fiir Verhaltensanderungen gelten
kann. Besonders postnatal reifende ZNS-Bereiche wie Kortex, Kleinhirn und Hippocampus
scheinen anfallig fur virale Effekte zu sein (PLETNIKOV et al.,, 2000). In den
Untersuchungen dieser drei Strukturen war der Anteil infizierter Zellen innerhalb der zwei
Jahre nahezu gleichbleibend.

Als Folgen neuronaler Degeneration im Hippocampus treten beim Menschen z. B.
Gedéchtnisstorungen auf (PENFIELD und MILNER, 1958), die in der hier durchgefuhrten
Studie bei den NBAE-Ratten klinisch nicht untersucht wurden.

Die Infektionsrate der hippocampalen Neuronen stieg bei den 19 Monate alten Tieren leicht
an und war bei den zweijéhrigen dagegen niedriger. Die Ursache erkldrt sich durch den Anteil
degenerierter Zellen. Der infizierte Anteil erhdhte sich bei verringerter Gesamtzellzahl. Spater
reduzierte er sich, da weniger BDV-positive Zellen vorhanden waren. Zellen, in denen kein
BDV detektiert werden konnte, waren groBtenteils deutlich degeneriert. Bei vorausgehender
Infektion war wahrscheinlich aufgrund der gestorten Zellfunktion die Expression des BDV-
Proteins folglich nicht mehr méglich.

Ahnlich verhielt es sich bei den Purkinjezellen. In den Gruppen ,,19 Monate“ und ,,21 bis 26
Monate* war die Infektionsrate im Vergleich zu jiingeren Tieren geringer, da sich noch
vorhandene Purkinjezellen als degeneriert darstellten.

Da das Kleinhirn die Motorik koordiniert, waren die Folgen der Purkinjezell-Verluste deutlich
in Bewegungsstérungen zu erkennen. Anzunehmen ist, dass NBAE-Tiere vorrangig solche
Dysfunktionen zeigen, da Purkinjezellen mit ihren hochspezifischen Aufgaben relativ fragil

sind. Je komplexer eine Zelle ist, umso stérungsanfélliger wird sie.
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Virale Auswirkungen im Hippocampus in Form von zelluldren Untergdngen waren in den
NBAE-Ratten insgesamt geringer ausgepragt als im Kleinhirn. Dies ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, dass der phylogenetisch &ltere Hippocampus eine ,,robustere Struktur zu
sein scheint.

Im Kortex blieb im Verlauf von zwei Jahren der Anteil infizierter Zellen relativ konstant. Eine

konkrete Untersuchung der Kognition fand im Rahmen dieser Studie nicht statt.

5.1.2. Virale Strategie und biologischer Sinn

Neben zahlreichen teils ungeklarten Prozessen wie Epidemiologie und Infektionsweg ist die
interessante Frage nach der viralen Strategie und damit der ,.Sinnhaftigkeit der BDV-
Infektion aus biologischer Sicht zu klaren. Geht man von einem biologischen Sinn aus, der im
Allgemeinen auf Uberleben und Arterhaltung begriindet ist, stellt sich die Frage nach dem
Grund einer ausgepragten Infektion spezieller zentralnervéser Areale wie Hippocampus und
Kleinhirn.

Wéhrend das limbische System u. a. fiir Triebverhalten und Emotionen bzw. der
Hippocampus fur Gedachtnisfunktionen eine bedeutende Rolle tragen, werden dem Kleinhirn
u. a. Aufgaben der Bewegungskoordination zugeordnet.

Es ist anzunehmen, dass z. B. das Tollwutvirus sein Uberleben sichert, indem es im
Hippocampus Verhaltensédnderungen in Form von Aggressionen und BeilRverhalten auslost
und auf diese Weise tibertragen wird. Diskussionswiirdig erscheint die Fragestellung, wie sich
diese Hypothese auf die BDV-Infektion (bertragen l&sst. Interessanterweise existieren
Gemeinsamkeiten im Genom beider Viren (GOSZTONY| et al., 1993).

In der NBAE-Studie zeigte sich, dass das BDV in einigen Féllen lediglich zur
Bewegungseinschrankung flihrte, wéhrend Hinweise auf ein gestortes Sozialverhalten nicht
eindeutig zu finden waren.

Als Folge einer natlrlichen BDV-Infektion kommt es insbesondere beim Pferd zu einer
ausgepragten, nicht-eitrigen Meningoenzephalomyelitis, wéhrend beim Schaf hdufiger latente
und subklinische Infektionen auftreten (ZWICK und SEIFRIED, 1925, LUDWIG et al., 1985,
GRABNER und FISCHER, 1991).

Dabei ist hervorzuheben, dass es sich in beiden Féllen um Herdentiere handelt und die BDV-
Ubertragung wahrscheinlich aerogen bzw. {iber ein Reservoir stattfindet (HILBE et al., 2006,
BOURG et al., 2013, DURRWALD et al., 2014). Erwdhnt werden sollte in diesem
Zusammenhang auch, dass NBAE-Ratten wie alle neonatal-infizierten Tiere aufgrund des
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toleranten Immunstatus eine kontinuierliche Virusausscheidung zeigen (HERZOG et al.,
1984, CARBONE et al., 1993).

Vor diesem Hintergrund ist denkbar, dass eine zu Bewegungseinschrankungen fiihrende,
latente Infektion auch eine aerogene Ubertragung des BDV innerhalb einer Tiergruppe
erleichtert. Das Virus gewéhrleistet dabei die ,,Fitness“ des Wirts und schrénkt ohne Einfluss
des Immunsystems lediglich seine Motilitét ein.

Aus ,viraler Sicht< steht eine selektive Infektion von Neuronen in Hippocampus und
Kleinhirn  fir die Bewegungshemmung im Vordergrund. Die nicht-zytolytischen
Eigenschaften des BDV sind dabei hervorzuheben. Das Virus verursacht demnach keine
Zytolyse, sondern eine Modulation des zelluldren Metabolismus. Ein verénderter
Stoffwechsel flihrt im Laufe der persistenten Infektion zwar auch zu zelluléren
Degenerationen, jedoch zeigt sich ein geringeres AusmaR aufgrund der Verteilung Uber einen
langeren Zeitraum. So tritt erst in spédten Infektionsphasen eine maéRig ausgeprégte
Symptomatik in Erscheinung.

Einen Nachteil firr das Uberleben des BDV stellt dagegen die Pathogenese der klassischen BD
dar, die aufgrund der starken Immunreaktion als eine immunologische Dysfunktion auftritt.
Bei vielen spontan infizierten Tieren, insbesondere Schafen, wird h&ufig ein subklinischer
Verlauf der BD beobachtet. Diese Tiere zeigen lediglich schwache Immunreaktionen und sind
in ihrer Motilitat eingeschrankt (BILZER und STITZ, mindliche Mitteilung), was die virale
Ubertragung erleichtert (siehe oben).

In der Literatur wird dartiber hinaus von gestértem Sozialverhalten BDV-infizierter Ratten
berichtet. Anstelle von aktiven Interaktionen folgen sie ihrem Partner auf stereotype Weise
(LANCASTER et al., 2007). Dies bedeutet, dass eine Isolation von der Gruppe verhindert
wird und so die Mdglichkeit der Ubertragung aufrechterhalten bleibt.

Wiéhrend der physiologische Purkinjezell-Verlust in den Untersuchungen nahezu linear
anstieg, kam es bei BDV-infizierten Ratten ebenfalls zu einem zunehmenden Verlust, der in
den Altersgruppen ,,4 bis 6 Monate“ und ,,12 bis 15 Monate* relativ gleichbleibend war.

Der physiologische und BDV-bedingte Verlust wurden als EinflussgroRen verglichen.
Innerhalb der einzelnen Gruppen lieR sich bei den vier bis sechs Monate alten Tieren ein
héherer, viraler Degenerationsgrad aufweisen. Folglich ist diese erhéhte Differenz zwischen
den beiden EinflussgréBen so zu deuten, dass das BDV in dieser Gruppe beziiglich der
Purkinjezell-Degeneration besonders ,aktiv war. Der natlrliche, stérker ausgepragte
Bewegungsdrang bei jungen Tieren im Vergleich zu A&lteren Il&sst einen kausalen
Zusammenhang erkennen. Das BDV erhoht somit die Wahrscheinlichkeit, aerogen tbertragen

zu werden.
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5.2.  Was war zuerst da: die Axonopathie oder die Myelinopathie?

5.2.1. Interaktion von Neuronen und Oligodendrozyten bei BDV-Infektion

Nach der BDV-Infektion immunkompetenter Tiere kommt es bei Neuronen und Astrozyten
zur Expression von MHC-1 und damit zu deren Zerstérung durch CD8* T-Lymphozyten
(PLANZ et al., 1993, BILZER und STITZ, 1994).

Da bei Ratten mit klassischer BD die Infektion von Oligodendrozyten im Gegensatz zu
immuntoleranten Tieren eine untergeordnete Rolle spielt (BILZER und STITZ, 1993), liegt
durch lymphozytédre Infiltrate die Mdglichkeit eines protektiven Effekts auf die weile
Substanz und indirekt auf Neuronen nahe. Fir die Immunpathogenese der BD bedeutet dies,
dass die fehlende Reaktion auf die weile Substanz bzw. auf Oligodendrozyten den
fortwahrenden Schutz nicht-infizierter, noch intakter Neuronen und deren Axone im
chronischen Verlauf der Krankheit ermdglicht.

Interessanterweise waren Oligodendrozyten im NBAE-Modell BDV-infiziert und ihr
Metabolismus bzw. ihre Funktion scheinbar BDV-moduliert. Im Gegensatz zu Astrozyten und
Mikroglia kam es im Verlauf von zwei Jahren nicht zu einer Proliferation von
Oligodendrozyten. Bereits zu Beginn der Infektion war deren Anzahl im Vergleich zu den
gesunden Kontrolltieren verringert, was sich bis zum Ende der Messung fortsetzte.

In den Untersuchungen zeigte sich im gesamten Gehirn einerseits der Verlust von Myelin,
anderseits eine Auflésung sowie perlschnurartige Veranderungen der axonalen Struktur.

Ein deutlicher funktioneller Zusammenhang war im Kleinhirnmark erkennbar. Mit
steigendem Verlust der Purkinjezellen erhéhte sich in der weien Substanz der Anteil
vakuolenartiger Strukturen als Zeichen von Myelin-Verlust. Somit korreliert offenbar die
Anzahl der Axone mit der Myelin-Dichte.

Dabei stellt sich die Frage, ob Neuronen als Folge der ungeschiitzten Axone degenerieren, da
Oligodendrozyten virusbedingt ihre Funktion einstellen (Dysmyelinisierung). Eine reaktive
Demyelinisierung aufgrund von fehlenden Axonen und Neuronen-Verlust ist ebenso méglich.
Betrachtet man Neuronen als einzige Hauptzielzellen des BDV, so ist eine induzierte
Apoptose Folge von BDV-modulierten, zelluléren Vorgadngen (HORNIG et al., 1999).

Bei der Infektion mit dem Tollwutvirus manifestieren sich z. B. hochgradige, klinische
Erscheinungen als Folge von Virus-induzierten, neuronalen Dysfunktionen und apoptotischen
Mechanismen (FU und JACKSON, 2005). Dieses Virus steht weiterhin im Verdacht, die
Integritat des Zytoskeletts negativ zu beeinflussen (LI et al., 2005).
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Das BDV konkurriert mit dem Proteinkinase C-abhangigen Signalweg in Neuronen (PRAT et
al.,, 2009). Aufgrund dieser Interferenz beeinflusst es die neuronale Plastizitat, d. h. die
Phosphorylierung und damit die Signaltransduktion.

Ausgeldst durch fehlende Axone und/oder verénderte Signale zwischen Neuronen bzw. deren
Neurofilamenten und Oligodendrozyten, l&sst sich eine reaktive Hypoplasie von
Oligodendrozyten mit herabgesetzter Myelinisierung schlussfolgern. Mdglicherweise kann
die verringerte Myelinisierung wiederum weitere neuronale Verluste nach sich ziehen. Diese
Neuronen degenerieren folglich entweder durch fehlenden Myelin-Schutz oder durch
zusatzliche, bereits bestehende BDV-,,Belastung® (Abb. 5).

In Abwesenheit einer immunologischen, neurotoxischen Reaktion wurden in diesem NBAE-
Modell auch vermehrt Oligodendrozyten infiziert. Neuronen konnten somit sekundér
beeintrachtigt werden. Aus der verminderten Myelinisierung lasst sich daher eine Modulation
der Oligodendrozyten ableiten. Folglich konnte von einer direkten BDV-Wirkung auf

oligodendrogliale Funktionen ausgegangen werden.
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Abbildung 5: Mégliche Neuronen-Oligodendrozyten-Interaktion bei BDV-Infektion

C

BDV = Borna-Disease-Virus; N = Neuron, NF = Neurofilamente; OZ = Oligodendrozyt

A: Neuronen mit intakten Neurofilamenten und myelinisierendem Oligodendrozyt

B: BDV beeinflusst Phosphorylierung der Neurofilamente (primére Axonopathie)

C: Reaktive Demyelinisierung und Degeneration weiterer Neurone (sekundére Axonopathie)
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5.2.2. Oligodendrogliale Stérungen als Ursache neurodegenerativer Krankheiten

Funktionsstorungen von Oligodendrozyten stehen im Verdacht, zur Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen beim Menschen beizutragen. Sie scheinen ein
verursachender Faktor im frihen Stadium von M. Alzheimer, der héaufigsten Form von
Demenz, und bei der autosomal-dominanten Erberkrankung Chorea Huntington zu sein
(BANKSTON et al., 2013).

Im Falle der Staupevirus-Infektion geht der Dysmyelinisierung eine primére Axonopathie mit
frih einsetzenden, progressiven Schaden des axonalen Skeletts und Transports sowie
partieller Regeneration voraus (LEMPP et al., 2014).

Als Beispiel fur eine primare Myelinopathie ist die MHV-Enzephalomyelitis zu nennen.
Hierbei werden Oligodendrozyten aufgrund der Infektion nekrotisch. Bei Oligodendrozyten
ohne erkennbares Virus-Signal wird Apoptose induziert. Folge dieser oligodendroglialen
Untergdnge sind demyelinisierte L&sionen, welche trotz Remyelinisierung mit neuronalem
Verlust einhergehen (BARAC-LATAS et al., 1997).

Ob es sich bei der NBAE-Infektion mit dem BDV letztendlich um eine primare Axonopathie
mit sekundarer Myelinopathie oder um den entgegengesetzten Fall handelt, l&sst sich nicht
eindeutig klaren. Gleichwohl ist ein additiver Effekt denkbar. Da sowohl Neuronen als auch
Oligodendrozyten infiziert sind, konnten durch eine Virus-Modulation neuronale Apoptose
und Oligodendrozyten-Dysfunktion gleichzeitig, theoretisch unabhéngig voneinander in
Erscheinung treten. Da jedoch ein funktioneller Zusammenhang zwischen Oligodendrozyten
und Neurofilamenten besteht und deren Phosphorylierung durch die Myelinisierung reguliert
wird (STARR et al., 1996, GOTOW et al., 1999), konnen beide Vorgange nicht isoliert
voneinander betrachtet werden.

Darliber hinaus sollten dabei die Folgen der Wirkung anderer Gliazellen auf
Oligodendrozyten und Neuronen nicht auer Acht gelassen werden. Alterungsbedingt existiert
die Evidenz einer Korrelation von Demyelinisierung und Aktivierung von Astrozyten und
Mikroglia (XIE et al., 2013).

Vorstellbar ist in diesem Zusammenhang die Mdglichkeit, dass das BDV eine Trigger-
Funktion austibt und so die neurodegenerativen Veradnderungen im Alter aufrechterhalt bzw.

verstarkt.
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5.3. Korrelation von Gliosen und BDV-Persistenz

Generell fuhrt die Schadigung von Nervenzellen zur Aktivierung und Proliferation von
Mikroglia und Astrozyten (MCQUARRIE et al., 1978, KREUTZBERG et al., 1989,
RAIVICH et al., 1999, BRONSTEIN et al., 2013). Die Dichte dieser Zellpopulationen blieb
bei den NBAE-Tieren entweder lebenslang bestehen oder erhéhte sich im Alter.

Nach einer neonatalen BDV-Infektion treten hdufig Kognitions- und Lerndefizite als
Konsequenz neuronaler Stérungen im Hippocampus in Erscheinung. Urséchlich ist dabei
nicht nur die persistente, virale Infektion der Nervenzellen sondern auch die Folge einer
Virus-induzierten Aktivierung von Mikroglia zu nennen (ELMORE et al., 2014).
Maéglicherweise hat diese u. a. einen hemmenden Effekt auf die Neurogenese (EKDAHL et
al., 2003).

Die in den vorliegenden Untersuchungen gezeigte, anhaltende Mikrogliose kann als Zeichen
mobiler Resorption ohne signifikante T-Zell-Reaktion, also als nicht-immunpathogenes
Phanomen, interpretiert werden.

Haufig werden akute Gehirntraumata, entziindliche Demyelinisierung, neurodegenerative
Erkrankungen und virale Infektionen von einer ausgepragten Astrogliose begleitet (ENG und
GHIRNIKAR, 1994). Jene blieb im NBAE-Modell aufgrund der BDV-Infektion besonders in
den ersten drei Altersgruppen bestehen. Des Weiteren war ein Maximum bei den einjahrigen
NBAE-Ratten zu verzeichnen, welches als ein Zeichen von Regeneration der neuronalen
Strukturen gedeutet werden kann. Ein Grund dieser Annahme ist die Unterstiitzung von
Astrozyten beim Wachstum von Axonen sowohl in der Entwicklung als auch im adulten Alter
(GAGE et al., 1988, HATTEN et al., 1991, KAWAJA und GAGE, 1991).

Restimierend lasst sich schlussfolgern, dass die BDV-Persistenz und die daraus resultierende,
fortwahrende Degeneration von Neuronen zur mobilen Resorption durch Mikroglia und zur
ausgepragten Reaktion von Astrozyten fihren.

Dabei ist eine virusbedingte Neuron-Glia-Wechselwirkung zu beachten, da reaktive
Astrozyten in der Lage sind, die Aktivierung der Mikroglia durch BDV-infizierte Neurone zu
vermitteln (OVANESQV et al., 2008). Interessanterweise scheint die BDV-Infektion von
Neuronen und Astrozyten ausschlaggebender auf die Mikroglia-Aktivierung zu sein als der
direkte Kontakt mit dem Virus oder mit degenerierten Nervenzellen (OVANESOV et al.,
2006).

Ungeklart bleibt, ob in dem NBAE-Modell die Sekretion glialer Substanzen protektiv oder
destruktiv auf das Gewebe wirkt. Eine Destruktion wiirde weitere Schdden hervorrufen und so
auf einem gewissen Niveau die Progression der Neurodegeneration mit resultierender Glia-
Stimulation wie in einem Circulus vitiosus aufrechterhalten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Welche Spuren hinterlésst ein Virus in Abwesenheit von Immunreaktionen, die die
Pathogenese im Gehirn beeinflussen wirden?

Diesbeziglich befasst sich die vorliegende Dissertation mit den Langzeitverdnderungen im
Gehirn von Lewis-Ratten aus der NBAE-Studie (newborn aerosol infected). Innerhalb
weniger Stunden nach der Geburt erfolgte eine Aerosol-Infektion mit dem Borna-Disease-
Virus (BDV).

Das RNA-Virus ist das verantwortliche Agens fiir die Borna Disease (BD), seit vielen
Jahrzehnten als progressive Meningopolioenzephalomyelitis im Wesentlichen bei Pferden und
Schafen bestimmter endemischer Gebiete in Zentraleuropa bekannt (LUDWIG et al., 1985,
GRABNER und FISCHER, 1991). Zusétzlich steht es im Verdacht, zu neuropsychiatrischen
Erkrankungen des Menschen beizutragen.

Das BDV zeichnet sich vor allem durch eine starke Affinitat zu Neuronen aus, insbesondere
zu denen der Hippocampus-Formation (GOSZTONY1 und LUDWIG, 1984, GOSZTONYI
und LUDWIG, 1995, GONZALEZ-DUNIA et al., 1997).

Wahrend bei der klassischen BD T-Lymphozyten fiir ausgepragte, neurologische Symptome
verantwortlich sind (PLANZ et al., 1993, BILZER et al., 1995), traten im NBAE-Modell
nahezu keine immunologischen Reaktionen auf. Die geringgradige, transiente Infiltration
mononukleérer Zellen einzelner NBAE-Tiere ist wahrscheinlich anhand der mikroglialen
Sekretion chemotaktischer Substanzen zu erkléren. Aufgrund des immuntoleranten Status der
neonatalen Ratten wéhrend der Infektion konnten die histopathologischen Befunde neben
wenigen alterungsbedingten Veranderungen groRtenteils auf das BDV per se zuriickgefiihrt
werden.

Zur Untersuchung des Gehirngewebes fanden Standard-, Spezial- und immunhistochemische
Féarbungen statt. Im Fokus standen der semiquantitative Verlauf von Purkinje- und Gliazellen
sowie die Beurteilung der weiflen Substanz und der Neuronen im Hippocampus.

Die Ergebnisse zeigten, dass jeder Gehirnbereich aller NBAE-Tiere persistent mit dem BDV
infiziert war, sehr ausgepréagt im Hippocampus, Kleinhirn und Kortex.

Verglichen mit gesunden Kontrolltieren, waren in den Langzeituntersuchungen eine
vermehrte, neuronale Degeneration im Hippocampus sowie ein ansteigender Verlust von
Purkinjezellen zu beobachten. Zwischen dem physiologischen und dem BDV-bedingten
Purkinjezell-Verlust erwies sich die Differenz, welche als Degenerationsgrad zu deuten ist, in
der Altersgruppe ,,4 bis 6 Monate* als am groften. In diesem Alter war das Virus demnach

besonders ,,aktiv‘.
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Da das BDV vermutlich aerogen (bertragen wird, hat die Infektion der hippocampalen
Neuronen und der Purkinjezellen groRe Bedeutung fiir das Uberleben des Virus. In diesen
Gehirnarealen werden u. a. Verhalten und Motorik gesteuert. Die Hemmung der Bewegung
eines (jungen) Tieres erleichtert auf diesem Weg die aerogene Transmission innerhalb einer
Herde.

Neben einer verminderten Oligodendrozyten-Zahl und einer daraus resultierenden
Verschmélerung des Corpus callosum fiel des Weiteren in der weilen Substanz der NBAE-
Ratten eine verringerte Faserdichte auf. Axone bzw. Myelinscheiden stellten sich undeutlich
und teils perlschnurartig veradndert dar. Vorrangig lieR das Kleinhirnmark einen
vakuolenartigen Substanzverlust erkennen. Dieser steht im kausalen Zusammenhang mit dem
hochgradigen Purkinjezell-Verlust.

Ungeklart bleibt, ob es sich bei der NBAE-Pathogenese um eine primére Axonopathie mit
reaktiver Myelinopathie oder um den entgegengesetzten Fall handelt. Durch die virale
Modulation ist eine neuronale Apoptose mit gleichzeitiger Oligodendrozyten-Dysfunktion
denkbar. Der funktionelle Zusammenhang zwischen den Oligodendrozyten, der
Myelinisierung und der Phosphorylierung von Neurofilamenten in Neuronen bzw. Axonen
lasst eine isolierte Betrachtung dieser Vorgénge nicht zu.

Dartiber hinaus sollten die Folgen der Wirkung anderer Gliazellen auf Neuronen und
Oligodendrozyten beachtet werden. Alterungsbedingt ist eine Korrelation von
Demyelinisierung sowie Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia mdglich (XIE et al.,
2013). Die Untersuchungen wiesen eine anhaltende Proliferation dieser Zellpopulationen auf.
Die Gruppe ,,12 bis 15 Monate* lieB in Bezug auf die Astrozyten-Zahl einen Peak erkennen,
der als ein Zeichen von Regeneration zu interpretieren ist.

Die Sekretion diverser, glialer Substanzen kann sowohl einen protektiven als auch destruktiv
Effekt auf das Gewebe haben. Eine Destruktion wiirde weitere Schaden hervorrufen und so
im gewissen MaRe die Progression der Neurodegeneration mit resultierender Glia-Stimulation
wie in einem Circulus vitiosus aufrechterhalten.

Maéglicherweise fungiert das persistente, nicht-zytolytische BDV in diesem Zusammenhang

als Ausloser fur neurodegenerative Veranderungen im Alter.
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7. SUMMARY

What kind of footprints would be left by a virus, if there is no immune reaction to influence
the pathogenesis in the brain?

In this regard, this work investigates long-term changes in the central nervous system of
Lewis rats infected as neonates within a few hours after birth with an aerosol of Borna disease
virus (BDV).

BDV as an RNA virus is the causative agent for Borna disease (BD) known as a progressive
endemic meningoencephalomyelitis previously in horses and sheep (LUDWIG et al., 1985,
GRABNER und FISCHER, 1991). Additionally, it is suspected of being involved in human
neuropsychiatric diseases.

BDV is characterized by distinct affinity to neurons, especially of the hippocampus formation
(GOSZTONY! und LUDWIG, 1984, GOSZTONYI und LUDWIG, 1995, GONZALEZ-
DUNIA et al., 1997).

While classic BD shows severe neurological signs due to T-lymphocyte reactions (PLANZ et
al., 1993, BILZER et al., 1995), there was only a weak immune reaction in the NBAE model.
Minimally intense transient infiltration of mononuclear cells in single NBAE animals can be
explained by microglial secretion of chemotactic substances. Based on the immune-tolerant
status of newborn rats during the infection, histopathological findings can mainly be
attributed to BDV per se in addition to few age-related changes.

In order to investigate brain tissue, standard, special, and immunhistochemical staining was
used. The focus was on the semiquantitative analysis of Purkinje cells and glia cells as well as
the evaluation of alterations within the white matter and hippocampal neurons.

The findings revealed persistent BDV infection of any brain area in each NBAE rat
pronounced in the hippocampus, cerebellum, and cortex.

Compared to healthy controls, there were long-term changes such as increased neuronal
degeneration in the hippocampus and progressive loss of Purkinje cells.

The difference between physiological and BDV-dependent Purkinje cell loss reached its peak
in group “4 bis 6 Monate” (four to six months). This can be interpreted as a kind of
degeneration stage, i.e. BDV was at its most active level at this age.

It is assumed that this virus is transmitted via airborne infection. Hence for the survival of
BDV, infecting the hippocampus and Purkinje cells is important, because behavior and
motoric skills are controlled by these regions. The airborne transmission might be facilitated
by inhibited movement of (young) animals within a herd.
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Furthermore, decreased oligodendrocyte numbers, reduced thickness of the corpus callosum,
and low density of fibers within the white matter were found. Axons and accordingly myelin
sheaths exhibited indistinct structure and swelling in the form of a string of pearls. Vacuole-
like loss was mainly found in the center of the cerebellum which appears to be associated with
severe loss of Purkinje cells.

Concerning NBAE pathogenesis, it remains unclear whether there was axonopathy first or
myelinopathy first. It is possible that neuronal apoptosis is simultaneous with oligodendrocyte
dysfunction based on the BDV-dependent cellular modulation. The functional relationship
between oligodendrocytes, myelination, and phosphorylation of neuronal and axonal
neurofilaments should not be considered separately.

Beyond that, consequences of glial effects on neurons and oligodendrocytes have to be
mentioned. There is possible age-related correlation between demyelination and activation of
astrocytes and microglia (XIE et al., 2013). In conclusion, the investigations revealed
persistent astrogliosis and microgliosis while astrocyte counts reached their peak in group “12
bis 15 Monate” (12 to 15 months) which can be interpreted as a sign of regeneration.

Secreted glial substances are able to contribute either protection or destruction of brain tissue.
The latter would result in a continuous process that would maintain the progression of
neuronal degeneration and glia stimulation in a vicious circle.

In this context, BDV, being a persistent and non-cytolytic virus, presumably poses as a trigger

for neurodegenerative alterations in old age.
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9. ANHANG

Tabelle 9-1: Auszahlung degenerierter Neuronen im Hippocampus

Lokalisation CAL1|CA1|CA2 | CA2|CA3|CA3
Status ges | deg | ges | deg | ges | deg
Tier

4 bis 6 Wochen

Lewis NL-4 - - - - R N
BDV neg 4Wo - - - - - R
6. NL Lewis - - - - - -
4. NBAE T6 - - - - - -
6. NBAE T7 - - - - - -
19 NBAE.1 - - - - - -
19 NBAE.2 - - - - - -
19 NBAE.3 - - - - - -
4 bis 6 Monate

Lewis NL 1 - - 53 2 23 2
Lewis NL 2 - - - - R -
Lewis NL 3 - - - - 33 | 3
Lewis NL 4 - - - - R N
22. NL Lewis - - - - R N
I BDV NBAE 1 (Nr. 4) - - - - - -
| BDV NBAE 2 (Nr. 6) - - - - 13 9
I BDV NBAE 3 (Nr. 9) - - - - - -
I BDV NBAE (Nr. 11) - - - - 23 3
11 BDV NBAE 1 (Nr. 7) 23 3 - - - -
11 BDV NBAE 2 (Nr. 10) 20 4 - - - -
11 BDV NBAE 3 (Nr. 13) - - - - 21 1
11 BDV NBAE 4 (Nr. 14) - - - - - -
111 BDV NBAE 1 (Nr. 5) - - - - R -
111 BDV NBAE 2 (Nr. 3) 38 8 - - - -
111 BDV NBAE 3 (Nr. 12) - - 25 5 24 4
IV BDV NBAE 1 (Nr. 1) 24 4 42 2 - -
BDV NBAE 4 (Nr. 8) - - - - 33 3
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Tabelle 9-1: (Fortsetzung)

ANHANG

Lokalisation CA1|CAl1 | CA2|CA2|CA3|CA3| Gd
Status ges | deg | ges | deg | ges | deg
Tier

12 bis 15 Monate
Lewis Kontrolle NL @ 1 - - - - - - -
Lewis Kontrolle NL @ 2 - - - - 21 1 -
Lewis Kontrolle NL 9 3 - - - - - - -
Lewis Kontrolle NL & 1 - - - - -
Lewis Kontrolle NL & 2 - - |Inalna| - - -
Lewis Kontrolle NL & 3 - - a a. | - - -
BDV Lew Carrier NBAE @ 1 35 5 - - - - -
BDV Lew Carrier NBAE ¢ 2 - - - - - - -
BDV Lew Carrier NBAE @ 5 33 3 - - |na{na |na
BDV Lew Carrier NBAE & 1 34 3 - - 45 5 -
BDV Lew Carrier NBAE & 2 - - - - - - -
BDV Lew Carrier NBAE & 3 - - - - - - -
14 NBAE 1 25 5 - - - - -
off VIII NBAE 7 2 - - - - -
19 Monate
12 NBAE 1 22 2 44 14 22 12 -
12 NBAE 2 - - - - 29 14 -
13 NBAE 7 30 10 - - 30 10 | n.a.
13 NBAE 8 - - - - 13 3 a
21 bis 26 Monate
Lewis 53 31 1 - - - - -
Lewis 61 35 | 10 | 26 1 22 2 -
Lewis 65 - - - - - - -
11 NBAE 8 17 2 - - 11 7 -
IX NBAE 4 22 16 - - - - -
18 NBAE 1 - - - - - - -
18 NBAE 2 27 12 - - 28 20 -
18 NBAE 5 30 10 - - - - -
18 NBAE 6 - - 21 1 26 1 -
18 NBAE 8 - - - - 22 2 -
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Angaben in absoluten Zahlen; verblindete Auszdhlung; BDV = Borna-Disease-Virus; CA =
Cornu ammonis (Ammonshorn); deg = degeneriert; Gd = Gyrus dentatus; ges = gesamt;
m/d = mannlich; n. a. = nicht auswertbar; NBAE = neonatal-Aerosol-infiziert; neg = negativ;
NL = normal Lewis; T = Tier; w/Q = weiblich; Wo = Wochen; - = keine Veranderung




ANHANG

Tabelle 9-2: Auszahlung der Purkinjezellen

Gesichtsfeld 1] 2]3]4a]s
Tier

4 bis 6 Wochen
Lewis NL-4 12 | 10 8 11 | 11
BDV neg 4Wo 7 8 8 9 7
6. NL Lewis 12 | 16 | 10 | 11 | 10
4. NBAE T6 8 6 6 9 7
6. NBAE T7 7 4 8 6 4
19 NBAE.1 11 7 9 9 8
19 NBAE.2 10 9 9 9 8
19 NBAE.3 9 9 8 7 4
4 bis 6 Monate
Lewis NL 1 8 8 7 12 | 10
Lewis NL 2 7 7 9 9 8
Lewis NL 3 10 | 10 6 8 11
Lewis NL 4 9 6 7 8 10
22. NL Lewis 8 9 9 10 9
I BDV NBAE 1 (Nr. 4) 1 2 3 1 4
| BDV NBAE 2 (Nr. 6) 4 4 2 1 2
I BDV NBAE 3 (Nr. 9) 1 3 1 4 2
| BDV NBAE (Nr. 11) n.a.|na |najfnajna
11 BDV NBAE 1 (Nr. 7) n.a|na |na|najna.
11 BDV NBAE 2 (Nr. 10) 2 4 1 2 2
11 BDV NBAE 3 (Nr. 13) 4 4 3 4 3
11 BDV NBAE 4 (Nr. 14) 3 3 2 4 3
111 BDV NBAE 1 (Nr. 5) 2 4 5 1 2
111 BDV NBAE 2 (Nr. 3) 4 3 5 2 5
111 BDV NBAE 3 (Nr. 12) 2 2 3 2 2
IV BDV NBAE 1 (Nr. 1) 4 2 2 3 5
BDV NBAE 4 (Nr. 8) n.a|na|na|nafna.
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Tabelle 9-2: (Fortsetzung)

Gesichtsfeld 1] 2]3]4a]s
Tier

12 bis 15 Monate
Lewis Kontrolle NL @ 1 11 8 8 10 9
Lewis Kontrolle NL @ 2 9 8 9 7 7
Lewis Kontrolle NL @ 3 7 5 5 5 6
Lewis Kontrolle NL &' 1 6 7 8 6 7
Lewis Kontrolle NL & 2 5 7 6 6 7
Lewis Kontrolle NL & 3 7 7 5 6 6
BDV Lew Carrier NBAE @ 1 n.a|na |naj|nafna.
BDV Lew Carrier NBAE ¢ 2 2 2 3 1 1
BDV Lew Carrier NBAE @ 5 3 1 3 2 2
BDV Lew Carrier NBAE & 1 1 2 2 1 3
BDV Lew Carrier NBAE & 2 2 2 3 5 2
BDV Lew Carrier NBAE & 3 2 1 2 1 3
14 NBAE 1 5 2 3 5 4
off VIII NBAE 3 5 3 3 4
19 Monate
12 NBAE 1 4 2 2 4 3
12 NBAE 2 2 3 3 2 1
13 NBAE 7 2 1 2 1 2
13 NBAE 8 2 3 3 3 3
21 bis 26 Monate
Lewis 53 7 6 4 5 5
Lewis 61 4 5 4 7 5
Lewis 65 5 5 6 6 6
11 NBAE 8 4 2 4 3 4
IX NBAE 4 1 1 2 2 2
18 NBAE 1 2 1 2 1 0
18 NBAE 2 2 1 0 1 0
18 NBAE 5 3 2 1 1 0
18 NBAE 6 1 2 0 1 1
18 NBAE 8 2 2 0 1 1

Angaben in absoluten Zahlen; verblindete Auszahlung; BDV = Borna-Disease-Virus; m/3 =
mannlich; n. a. = nicht auswertbar; NBAE = neonatal-Aerosol-infiziert; neg = negativ; NL =
normal Lewis; T = Tier; w/Q = weiblich; Wo = Wochen
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Auszéhlung der BDV-infizierten Zellen
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euleufeul9¢ [0E|SC|0E|OV|0E| T | C| S|0C|0T|0C|TC|0OE|CC|OE|OV| Sy (8 IN) ¥ IvaN AQd
0E |0V |¥E|0E| 0S| 0L|0S|0L|OLT| 6 |0C| S |0S|0OV|0OF|2S| Ty | SC |OTT|0ST|00C (TIN) TavaN Adg Al
0S|0L|ST|GC|Sc|Ov|0E|GC|0S| ¥ | T | T |ST|[OT|0C|0OE|8T|0OC|OF|OF|SE (2T IN) €avaNn Aag I
00T|OLT{OL| L9|¥E|TS|[06|05|08| €| L |0OT|[0E|09|0L|.LV|9C| S¢C|0¥C|00T| 06 (€IN) 23avaN Aa4d 1l
OV |[OC|OV|6T|8C|VE|0E|[SE| 09| ¥ | 8| 6 |0E|0OE|OF|OF|LE|0O9|00T| 0S| 08 (GIN) TIvaN AQg 1l
oy |[OE|0E|OV|0E| S |OV|SGE|OT| €| | C|0C|[0E|SC|ST|0E|0OC|OE(|09]|0S (YT IN) ¥IvaAN AQQ 1l
0S|Oov|oc|oc|cT|0Cc|0S|oCc|OV| C| €| €|SC|GC|ST|0OC| C [8T|O0E|0O€E]|0E (eTIN) e3avanAag Il
ov|Oov|oc|cc|0c|ov|oc|ov|OF| C | ¥ | 6|0C|[GC|0E| 8| 8 |ET|0E|0Z]|OF (0T IN) Z3avaN Aag Il
‘e'uleufeul0C|GT|0E|0E|0E|OF| € [OT| € |GT|SC|GC|<CT|0C|ST|OV| SV | O (ZIN) T3avaNAagil
euleufeulsz|oc|oz|ov|ov|oc] 2| 2] 2 ]oz|st|sz|sz] 6 [9T]se]09]oe (TT IN)IvaN Aag |
0S|Ov|0c|GC|0T|0C|0OV|0OC|0E[ T | 9|8 |0E|[0OF|0S|€EC|ST|0OC|0S|OF]|0S (6 IN) €3avaNAag |
oc|09|0L|oc|8T|GE|OE|OV|OF| T | €| T |0C|[0C|0C|GZ|0C|OT|O0L|OF]|0S (9IN)z3avaAN AQgd |
0C |0PT| 06 |0E| OV |8C| OV |09|SS| ¢ | €| S |0T| G |0E|OF|92|0S|0L|OL|OTT (v IN) TavaAN AQd |
SimeT TIN "¢¢
¥ 7IN SimeT]
€ 7IN simeT]
C 1IN simaT]
T 1IN simaT]
81eUOIA 9 SIJ ¢
0€|(09|05|0F| 8 |8T|0S|0E| 09| ¥ |ET| 6 | OV |GV | 0S| TT|GT [T |09 ([0S | 0L €3AVvAN 6T
OV [09]|0S|0E|0F|0L|0S|09|00T| 6 | 9| ¥ |SE[GE|0E|[TC| L | 8 |06(09]|0F ¢ AVAN 6T
09(05|06|0C|05| 6 |0S|00T|ST|ZT|LT|0C|08|06|0L|8T|LT|[8T|09(09]|0S T3AVAN 6T
0c|oc|oc|se|sy|oT|oE|sE|Ov| ¥ | T | €|OE[OV|SE| L |0OC|0OE|OE|QS| 06 /1 3vdN 9
OT|O0C|CT |Gy |0V |GC|0S|0S|0E| T | | C|SC|[ST|ST|{OE|OT| 8 |06(0S|SE 91 3avAN ¥
SIMST TN "9
OMY bau AQ9
7-TIN SIMsT]
UsYaoM 9 sig ¥
911
sab[sab[sab]ged[ged[ged[sab[sab[sab[ged]gsd[gcd]sab[sab]sab[ged]ged[gsd]sab[sab|sab sne1s
cleltflele|T]efle|T|ele|T]e|c|T|Ee€|lCc|[T]|]€|C]|T PI3JS1yd1seD
INHANHMAHYT VO |VO (VO |VO (VO VO [OH |OH [OH |OH [OH |OH [ A | A [ A | A [ A | A uonesijexo

124



ANHANG

: (Fortsetzung)

Tabelle 9-3

e ufeule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule uleuleuleuleuleuleuleu (8 IN) ¥ 3vaN AQg
S |OT|ZT|00T|06|00T| T | T || L | ¥ |G| 8 |Tc|OE|00S[0OF[00S| T | T | € (T IN) TavaN Adg Al
T|v|9]|s&c|oe|joe|T|€|Cc|€|€e|€]| V| €] E|0SC|OST|0OEl €| T | € (2T IN) €3vaN Aag il
V|1 €]9|09|08|0F| T|T|T |V |G| €[TC| 9 |cT[009/05C|00E| €| €| T (¢IN) zavaN AaQg
oT| v |9foefosfoc|e|T|2C|<C|¥|¥]|S |G| L|OST|OOCZ|OOZ| T | C |V (GIN) TavaN Aag il
elcflgjoejoe|joc|T|T|T|€|V|C| €| L |OT|OOE|OOC|0OEl ¢ | C | S (vT IN) ¥IvaN AQd 1l
c|T|v|oEjoCc|ST|T|T|T|¥|€|S|T|T]|E€|OOT[OOV|OOY| C |V | C (eTIN) eavanAagall
er|crfofsefoefoe|T|(T|T|C|T|<Z]| €| | C|00EOCT|OST| G| €| € (0T UIN) zavaNAaq Il

e ‘ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule uleuleuleu (ZIN) TavaN Aag 1l

e ‘u[e ‘ule ufe ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule ule uleule ule uleule uleu (TT IN) IvaN AQg |
oT| € |¢er|sefocfoc|T|(T|T|<C|¥ ||| T]| €]|OST|0OE|00C| T | T | T (6 IN) €avaN Aag |
viGf|Tr|or|os|oc| T|z|T]|c]|€e|T]|c|€]|6([osTjoozfocTf T |G| T (9IN) 23avaN AQE |
S|.]€|05|0Cc|0S5|Cc|C|T|€|S|€|PT|ET|OC|OEE[OBE[OOY| € [OC| 6 (v IN) TavaN AQQ |
N O O R O O O O O e e e SIMT TIN 22
7 1IN SimeT]
€ TIN SImaT]
¢ IN sSimaT]
TN simaT]

81eUOIA 9 SIT ¥
Slc|e|oc|oT|ST|T|¥ ||V |V |6|0T|0T| ¥ |OGT|OOT|OST| € |[0O€|0C €'3vaN 61
v|v|cZ|sc|oc|oe| €| T|v |GG |SG|[0T|G|<ZT|00€|0S2|00€| S |OT| S ¢'3avaN 61
8| G|€|0E[0G|SCc| €| S| C|8]| S| € |O0F|OE]|ST|[00€)00C[OST| L [9T | VT T'AvAN 6T
¢c(T|T|0C|SC|oE|T|C|T|¥V|S|€|V| | E€|O0COOT|OST| ¢ | G |OT /1 3vaN 9
9(€|s|s|oc|oc| T|C|€| 2| €|0T|0T| 9 |SC|OCT|OST|00E| S| C | C 91 3vaN ¥
N T O O O e e O e e SIMaT TIN "9
N O O e I e e e e e e e e e 0/ bau AQg
N O O O T O e e ¥-IN SIMaT]
USYI0M 9 SIq ¥

4911

ged]ged]ged]sab|sab[sab|ged[ged[ged[sab|sab[sab]|ged[ged]ged|sab[sab|sab[ged]ged[ged snye1s

celec|tTleflec|Tlefec|T|{e|c|T|€|c|T|]E€|C|T|€|C]|T PI3JS1Yyd1S9D
IOIN[IOIN[ION[ION|IIONION| Zd | Zd | Zd | Zd | Zd | Zd HOXHOM HOM HOM HOM HOM NHMINHMAHM uonesijexo

125



ANHANG

: (Fortsetzung)

Tabelle 9-3

SO I I R IR T IR (T IR (R BN I IR I AN A IR I IR I G9 SIMaT]
LI N I R I T IR (T IR (T IR I IR T IR A IR I IR R T9 simaT]
LEN N I R I R B T I R I I T I B N R B R I €3G simaT]
8JeUOIA 9¢ SIq T¢
0C|GE|0E|8T|0C|SGC|0C|Gc|0E| S| €| €|OT|[ST|ST| L |OT|[LT|ST|GE|SE 83IVvAN €T
GZ|GT|Sc|0C|0c|ov|0c|GE| 0S| ¥ | G| €|ST|[OT|OT|0OC|ET|ST|SE|GC|0C L3IVANET
Ge|oz|0c|0C|Sc|Gr|Sse|oc|0s| T || € |OT|GT|0C|vC|OE|VT|SE|OF|0OE ¢3avanN et
Oc|oE|Sc|ST|Sh|se|ec|os|ov| ¢ | L | v |SE|OE|0OE|VT|€ET|0OC|VC|0OS|OY T3IvVvAaNCT
31eUo | 6T
O | 0S| 0V |CT|CT|€T|6T|8T|0C| T | T|C|0€|0C|0E|9T|€T|¥T|0OFV]|OF]|OF 3IvdN A 30
oc|Ge|oc|eT| G |oCc|oc|oc|oc| €| T | T |ST|OE|ST| ¥ |CT|TT|ST|GZ |0 TavaN vt
og|8T|0c|oE|Sc|se|ov|ov|OV| L |G| ¥ |0C|0C|0C|0OE| S |0OC|OS|OE|OY € P AVEN Jae) moT Add
GT|(0C|0c|Gc|0c|oCc|oe|Ov|Sc| 9| 8 ([ST|0E[0E|OV|SGT|TT|¥T |0V ([0S ]| 0E T P AVEAN Jaure) moT Add
0c|oz|oc|vT| G |OT|OE|oE|0E| L | T | € |0E[OT|0OC|ET|CT| € |0€E]|OE]|0S I @ VAN 1ae) Mo Add
0c |05 |00T|OE|OF|OE|0S|GE|OF| L |OT| ¥ |OE[0OE|0C| L | G | 8 |0OOT|{0OT| 08 S & AVAN Joe) moT Add
e'uleufeulSE(OE|OE[OV|OF|(OS| G| L |9 |oE|joEfOV| €| T | ¥ [0L]|08]|O08 7 5 AvAN Jeue) MoT AQd
oc|ov]|osfoz]oz|sz|seloc|ov| z st s [ocfos|os| 2 [oe]s8t[osTjosT[oTT| T & AvANImED MOTAQH
-f-1-f-1-ft-1-ft-1-t-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1- € & TN [0Du0Y SIMT
-f-1-ft-1-ft-1-ft-1-1t-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1- T P IN [OBUO] SIMT
SO N R R R T N T I (R I I I I I B N N B B [ £ TN J[OBUOT] ST
SO N R R R R I T I R I I I T I RS IR T I I € & "IN 9[OIUOY SIMT
-f-1-f-1-ft-1-ft-1-1t-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1- T & IN [0BuoTy SIMa
-f-1-f-1-ft-1-ft-1-1t-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1- T & IN SOBUOT SIMT
SJeUO N GT siq T
FE
sab[sab[sab[ged[gcd[gcd[sab[sab[sab[gcd[gcd[gcd[sab[sab|sab[gcd[gcd[gcd[sab[sab[sab snye1s
cle|tflele|lr|ele|T|e|e|T|e|c|T|€e€|C|T|E€E|C]|T PI34SIYyd1se9
INHMWHMWHM| VO |V |VO |VO (VO VO |OH |OH |[OH |OH |[OH |OH [ A | A | A | A | A | A uolnesijexon

126



ANHANG

: (Fortsetzung)

Tabelle 9-3

LI R I IR IR IR I IR IR I T I T I S I I B N I G9 SIMaT]
LI I I R I R I IR AT IR IR IR T IR N I N N I R T9 simeT]
LI R I R I R I IR AT IR IR IR T IR NI I R NN T N €3G SImaT]
8JeUOIA 9¢ SIq T¢
¢l el9|se|sT|ST{ 0| 0| Cc| €| ¥ |€|0C|OT]|O0C|0SC|00Z(0ST| ¢ | €|V 83avaN €T
L] 6| L|ST|ST|8T|O|T|T|€|€| ¥ |0C|0C|O0C|08]|0OST|00C|O0T| L | 8 LAVAN ET
el eV |ST|oE|SC|O|T|O0O|S|[€|€| 9 |GC|€ET|O0E|0ST|OCT| €| €| ¢C ¢3IvdaN T
Z|lc¢fle|oc|oc|sT{o|O|T|€|¥|C|VT|OC|OE|OST|0OE(OOE|l €| €| € TAVANCT
9JeUO N 6T
T|T|T]|0S|0Cc|s€E[{c|Of|cCc|€|¥]|€|TT|CT| ¥ [OOE|OOE(OOT| L | 9| V 3vAaN IlIA B0
Tlcf|c|ocjoe|oc|fOo|T|T|S|[¥]|9]|OT| €| ¥ |00€|0Sc|ose| €| €| T TAVAN VT
L|OoT|8|oF|oc|oe| T | T|T| €| | €| G |0T]|OcC|ooc|00Z(00E|TT| ¥ | 8 €  AVEAN 1aured moT Add
¢l ST |0E|lsc|oeE|{ T|T|T| €| | S|0cC|Sc|O0c|o0c|ooc(ose) € | V| ¢ T P AVAN 1eme) Mo Add
9|oT|8|oeloe|LefT|T|T|€|V|C| €| S| C |00E00C|0SC| S| 8 |ST [ P AVAN 1ae) Mo Add
cgleflejoel6z|0s|{c| T|T|2|€|C| S| 8 |O0T|00E|00c0ST| G| 6 |6T ¢ & AVAN Joue) mdT AQd
cle]z]ovfov|sef{ Tt t[elelc| 1] 1] T |oozjose[ooEe ufe ufeul & aAVANIPIED MITAQH
T|G|€|0F|OV|OE|eule uleuleufeueu €8] ¢ [052/00Z/00g] €| C | ¢ 1 & AVAN Jee) M7 AQ9
-f-1r-1-1-1-1-1-1-1-1-1-(-1-1-1-{-1-1-1-1- € & TN [ONUO SIMT
LI I R IR I IR I IR IR I T I IR I ST I IR B N I T £ IN J[OBUOT SIMT
R N R IR IR IR I IR IR I T I T I R I T B AT I [ £ IN Jonuo| ST
--1r-1-1-1-1-1-1-1-1-1-(-1-1-1-{-1-1-1-1- € & IN Q[0[u0| SIMT
R R R IR IEEE IR N IR T I IR I IR I S I R B B B T & "IN J[oBUOY ST
R N R IR IR IR I IR IR IR T I T I T I I B I I T & TN Q[OBUO] SIMAT
SJBUO|AN ST SI9 ¢T
FETR
ged[ged[ged]seb[sab|sab|ged]ged[ged]sab|sab[sab[ged]ged[ged]sab|sab[sab]ged]gcd]ged snye1s
cle|Tflele|T)e|c|T|e|c|T|e|Cc|T]|C€|Cc|T|€E|C|T PI34S1Yd1S99
IOIN[IOIN[IOIN[IOIN[IOIN[IOIN| Zd | Zd | Zd | Zd | Zd | Zd HOAHOM HOM HOM HOM HOM AHMIAHNINHA uonesijexo

127



ANHANG

Tabelle 9-3: (Fortsetzung)
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Angaben in absoluten Zahlen; Auszéhlung verblindet und unabhdngig vom Zelltyp; BDV

Borna-Disease-Virus; CA

Hc

Ammonshorn und Gyrus dentatus (groBe Neuronen); ges = gesamt;

Kleinhirnmark; Kor =

Kdrnerzellschicht des Kleinhirns; m/& = maénnlich; Mol = Molekularschicht des Kleinhirns;

Kortex; KHM

Hippocampus (Bereich neben CA); K

n. a. = nicht auswertbar; NBAE = neonatal-Aerosol-infiziert; neg = negativ; NL = normal Lewis;

weiblich; Wo =

Borna-Disease-Virus-infiziert; w/Q

Purkinjezellschicht; p38 =

Tier; PZ =
Wochen; - = p38-negativ

T=
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Tabelle 9-4: Auszahlung der Astrozyten

Lokalisation K K K | Hc | Hc | Hc [KHMIKHM[KHM
Gesichtsfeld 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Tier

4 bis 6 Wochen
Lewis NL-4 13 | 14 | 12 15 |19 | 15 | 15 | 10 8
BDV neg 4Wo 8 10 7 10 | 17 | 19 | 22 17 | 19
6. NL Lewis 13|14 (20 ) 16 [ 15 | 18 | 10 | 17 | 11
4. NBAE T6 22 22 | 21 | 24 | 23 | 25 | 23 | 22 | 18
6. NBAE T7 16 18 14 27 22 26 29 15 27
19 NBAE.1 17 | 18 | 23 | 24 | 27 | 20 | 18 | 21 | 15
19 NBAE.2 21 [ 221 21 | 30 | 29 | 27 | 23 18 | 17
19 NBAE.3 20 | 26 | 20 | 31 | 30 | 33 | 22 | 21 | 24
4 bis 6 Monate
Lewis NL 1 na|na|na| 14 | 21 | 18 | 15 | 13 | 10
Lewis NL 2 10 8 10 [ 22 | 15 | 12 | 12 | 20 | 15
Lewis NL 3 9 13 110 | 13 | 15 (15| 10 | 15 | 11
Lewis NL 4 13 9 15 (15| 16 | 12 | 20 | 15 7
22. NL Lewis 17 | 21 | 16 18 | 17 | 19 | 16 14 | 10
| BDV NBAE 1 (Nr. 4) 11 | 10 | 18 17 | 18 | 17 | 16 13 | 13
| BDV NBAE 2 (Nr. 6) 20 | 13 | 13 17 | 18 [ 20 | 15 | 13 | 12
| BDV NBAE 3 (Nr. 9) 17 11 11 15 14 13 15 13 14
1 BDV NBAE (Nr. 11) 17 | 15 | 12 [ 21 | 20 | 20 [n.a. |n.a. | na.
11 BDV NBAE 1 (Nr. 7) 15110 [ 15 ) 19 [ 19 | 10 |n.a |[na. |na.
11 BDV NBAE 2 (Nr. 10) 10 | 14 [ 14 ) 19 | 18 | 15 | 33 14 | 18
11 BDV NBAE 3 (Nr. 13) 15 20 16 21 26 19 15 11 9
11 BDV NBAE 4 (Nr. 14) 11 | 20 | 11 | 29 | 19 | 25 | 17 15 9
111 BDV NBAE 1 (Nr. 5) 15 | 11 8 17 | 20 | 17 | 18 15 | 17
111 BDV NBAE 2 (Nr. 3) 16 | 15 | 13 15| 18 | 20 | 18 16 | 10
111 BDV NBAE 3 (Nr. 12) 10 9 13 21 18 20 12 13 12
IV BDV NBAE 1 (Nr. 1) 11 | 13 | 13 17 | 19 | 16 | 12 15 | 13
BDV NBAE 4 (Nr. 8) 10 | 18 [ 20 | 16 | 14 | 18 |n.a. [n.a | n.a.
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Lokalisation K K K | Hc | Hc | Hc [KHM|KHMKHM
Gesichtsfeld 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Tier

12 bis 15 Monate
Lewis Kontrolle NL @ 1 11 | 14 7 10 | 11 | 15| 20 | 10 | 11
Lewis Kontrolle NL @ 2 15|13 |16 | 25 | 14 | 18 | 11 | 16 | 11
Lewis Kontrolle NL @ 3 20 | 17 [ 25 [ 16 | 20 | 17 | 20 | 19 | 12
Lewis Kontrolle NL &' 1 16 | 23| 19 (21 | 18| 18 | 11 | 15 | 20
Lewis Kontrolle NL & 2 10 | 14 | 12 | 12 | 15 | 17 | 18 | 16 | 12
Lewis Kontrolle NL &4 3 16 | 14 | 17 | 20 | 18 | 14 | 11 | 10 | 10
BDV Lew Carrier NBAEQ 1| 20 [ 25 | 21 | 23 | 20 | 23 | 22 | 28 | 26
BDV Lew Carrier NBAE @2 | 25 | 20 | 30 | 26 | 25 | 20 |n.a. |n.a [n.a
BDV Lew Carrier NBAEQ 5| 25 [ 33 | 25 | 19 | 22 | 32 | 20 | 23 | 23
BDV Lew Carrier NBAE$' 1| 33 | 32 | 32 [ 31 | 30 | 33 | 30 [ 28 | 33
BDV Lew Carrier NBAE 32| 27 | 20 | 31 [ 30 | 28 | 28 | 25 | 26 | 26
BDV Lew Carrier NBAE 33| 24 | 25 | 27 | 22 | 21 | 16 [n.a |na |na.
14 NBAE 1 21 | 16 | 14 | 12 8 13 | 11 | 10 9
off VIII NBAE 10 | 14 8 15|10 | 14 | 11 | 15 | 11
19 Monate
12 NBAE 1 12 7 12 | 15 [ 21| 15| 10 9 15
12 NBAE 2 13 9 10 | 12 8 11 | 11 7 15
13 NBAE 7 15 | 13 | 11 | 18 | 15 | 14 9 7 14
13 NBAE 8 11 | 12 | 12 9 13 | 10 | 18 | 15 | 13
21 bis 26 Monate
Lewis 53 16 | 17 | 15| 11 | 14 | 15| 12 | 14 | 13
Lewis 61 13 | 17 | 18 | 28 | 28 | 20 | 18 | 18 | 24
Lewis 65 17 | 20 | 16 | 27 | 26 | 20 | 24 | 25 | 20
11 NBAE 8 10 | 11 | 13 | 13 8 15 | 13 [ 14 | 12
IX NBAE 4 13 |15 |13 | 12 | 16 [ 11| 15 | 15 | 10
18 NBAE 1 7 9 7 17 | 15 | 13 | 14 | 12 | 14
18 NBAE 2 11 | 13 | 12 | 14 | 12 | 16 | 16 | 14 | 10
18 NBAE 5 11 | 10 | 10 9 7 13 9 10 8
18 NBAE 6 15|14 | 11| 12 | 14 | 10 | 13 | 14 | 10
18 NBAE 8 12 | 13 | 13 9 8 17 | 15 | 16 | 15

Angaben in absoluten Zahlen; verblindete Auszdhlung; BDV = Borna-Disease-Virus; Hc
Hippocampus (Bereich neben Ammonshorn); K = Kortex; KHM = Kleinhirnmark; m/J&

mannlich; n. a. = nicht auswertbar; NBAE = neonatal-Aerosol-infiziert; neg = negativ; NL =
normal Lewis; T = Tier; w/Q = weiblich; Wo = Wochen
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Tabelle 9-5: Auszahlung der Oligodendrozyten

Lokalisation Cc | Cc | Cc [KHMIKHM|KHM
Gesichtsfeld 1 2 3 1 2 3
Tier

4 bis 6 Wochen
Lewis NL-4 42 131130 | 25|31 ] 30
BDV neg 4Wo 45 | 50 | 45 | 21| 20 | 20
6. NL Lewis 50 | 35 | 30 | 17 | 18 | 17
4. NBAE T6 20 | 30 [ 30 | 16 | 15 | 18
6. NBAE T7 30 35| 3 |nafna|na
19 NBAE.1 35 [ 29 | 28 | 25 | 22 | 20
19 NBAE.2 22 | 25 | 25 | 25 | 19 | 17
19 NBAE.3 33 | 28 |30 | 30| 32| 30
4 bis 6 Monate
Lewis NL 1 46 | 40 | 40 | 19 | 17 | 16
Lewis NL 2 45 | 42 | 40 | 18 | 15 | 20
Lewis NL 3 40 | 40 | 42 | 20 | 15 | 17
Lewis NL 4 45 | 42 | 45 | 20 | 18 | 15
22. NL Lewis 50 | 45 | 37 | 15 | 12 | 12
I BDV NBAE 1 (Nr. 4) 35 | 30 | 30 | 14 9 10
| BDV NBAE 2 (Nr. 6) 25 | 30 | 20 9 10 9
| BDV NBAE 3 (Nr. 9) 30 25 25 16 10 11
I BDV NBAE (Nr. 11) 35| 25|30 |na|na|na
11 BDV NBAE 1 (Nr. 7) 30 | 35 | 20 |{n.a. |na.|na.
11 BDV NBAE 2 (Nr. 10) 25 | 25|20 | 10 | 15 | 10
11 BDV NBAE 3 (Nr. 13) 30 )] 35 [ 32 |na |na|[na
11 BDV NBAE 4 (Nr. 14) na|nafna| 19 | 12 | 10
111 BDV NBAE 1 (Nr. 5) 20 | 20 | 25 | 19 7 14
111 BDV NBAE 2 (Nr. 3) 25 | 35 [ 25 | 17 | 12 9
111 BDV NBAE 3 (Nr. 12) 35 30 28 9 10 8
IV BDV NBAE 1 (Nr. 1) 35 |40 | 30 | 14 | 15 | 11
BDV NBAE 4 (Nr. 8) 36 | 30 | 27 |na |na|na.
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Tabelle 9-5: (Fortsetzung)

Lokalisation Cc | Cc | Cc [KHMKHM|KHM
Gesichtsfeld 1 2 3 1 2 3
Tier
12 bis 15 Monate
Lewis Kontrolle NL @ 1 25 [ 29 [ 30 | 14 | 17 | 15
Lewis Kontrolle NL @ 2 45 |1 40 [ 38 [na. |na|na.
Lewis Kontrolle NL @ 3 35|30 |33 ] 12| 10 | 10
Lewis Kontrolle NL & 1 45 |1 30 | 40 | 11 | 12 | 10
Lewis Kontrolle NL & 2 30 |31 |25 | 11| 14 9
Lewis Kontrolle NL &' 3 45 | 50 | 48 | 15 | 10 | 11

BDV Lew Carrier NBAEQ 1| 30 [ 25 | 25 | 7 9 10
BDV Lew Carrier NBAE Q2| 26 | 20 | 35 |n.a |na. |na.
BDV Lew Carrier NBAE @ 5| 30 | 27 | 28 [ 10 | 9 9

BDV Lew Carrier NBAEJ 1| 25 | 35 | 33 9 11 | 12
BDV Lew Carrier NBAE$ 2| 30 | 23 | 20 | 11 8 12
BDV Lew Carrier NBAEZ'3| 30 [ 29 | 25 |na [na |na.

14 NBAE 1 24 1 28 | 25 | 10 7 10
off VIII NBAE 20 | 19 | 25 6 8 9
19 Monate

12 NBAE 1 28 | 21 | 23 | 13 9 7
12 NBAE 2 25130 | 32 [ 10 | 11 9
13 NBAE 7 28 | 20 | 35 9 14 8
13 NBAE 8 20 | 25 | 28 9 6 8
21 bis 26 Monate

Lewis 53 45 | 38 | 40 | 15 9 15
Lewis 61 39 |40 | 40 [ 20 | 15 | 11
Lewis 65 30 | 30 | 32 [ 14 | 10 9
11 NBAE 8 20 | 25 | 23 8 11 7
IX NBAE 4 25 | 18 | 25 9 5 5
18 NBAE 1 30 | 25 | 28 9 7 10
18 NBAE 2 35|13 |3 [ 10 | 10 8
18 NBAE 5 25 | 20 | 22 9 6 9
18 NBAE 6 23 1 20 | 25 8 5 9
18 NBAE 8 20 | 24 | 19 9 10 8

Angaben in absoluten Zahlen; verblindete Auszdhlung; BDV = Borna-Disease-Virus; Cc
Corpus callosum; KHM = Kleinhirnmark; m/J = mannlich; n. a. = nicht auswertbar; NBAE
neonatal-Aerosol-infiziert; neg = negativ; NL = normal Lewis; T = Tier; w/Q = weiblich; Wo
=Wochen
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Tabelle 9-6: Auszahlung der Mikroglia

Lokalisation K K K | Hc | Hc | Hc [KHMIKHM[KHM
Gesichtsfeld 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Tier

4 bis 6 Wochen
Lewis NL-4 8 4 7 6 7 8 11 9 8
BDV neg 4Wo 8 7 9 5 7 6 8 9 8
6. NL Lewis 7 10 9 7 7 5 10 8 11
4. NBAE T6 14 | 15 | 18 | 18 | 16 | 20 | 13 | 12 8
6. NBAE T7 13 20 14 18 22 14 12 17 15
19 NBAE.1 15| 16 | 18 | 20 | 17 | 10 | 19 | 20 | 12
19 NBAE.2 14 | 12 8 16 | 20 | 17 | 16 | 10 | 15
19 NBAE.3 12 | 13 | 10 | 15 | 15 | 14 | 17 | 13 | 18
4 bis 6 Monate
Lewis NL 1 6 5 7 5 8 6 10 7 9
Lewis NL 2 7 7 9 7 5 7 7 8 9
Lewis NL 3 5 6 8 8 6 9 9 7 7
Lewis NL 4 9 9 7 7 6 9 8 8 7
22. NL Lewis 8 5 8 9 9 8 9 7 9
1 BDV NBAE 1 (Nr. 4) 11 | 14 | 18 | 16 | 14 | 12 | 15 | 14 | 12
1 BDV NBAE 2 (Nr. 6) 12 9 14 | 14 | 12 | 13 9 14 | 16
| BDV NBAE 3 (Nr. 9) 14 15 11 15 12 17 13 11 10
1 BDV NBAE (Nr. 11) 16 | 17 | 10 | 9 10 | 10 |n.a |[na |na
11 BDV NBAE 1 (Nr. 7) 9 10 | 13 | 14 | 13 | 17 |n.a. [n.a |n.a
11 BDV NBAE 2 (Nr. 10) 11 | 10| 12 |12 | 15| 15| 12 | 14 | 14
11 BDV NBAE 3 (Nr. 13) 10 12 12 17 9 18 12 10 9
11 BDV NBAE 4 (Nr. 14) 11 9 8 |na|na|na| 14 9 13
111 BDV NBAE 1 (Nr. 5) 7 11 | 14 | 10 | 15 9 10 | 10 | 13
111 BDV NBAE 2 (Nr. 3) 15|16 | 11 | 10 | 11 | 13 | 13 | 16 | 10
111 BDV NBAE 3 (Nr. 12) 12 10 16 11 9 15 9 9 12
IV BDV NBAE 1 (Nr. 1) 7 9 12 [ 14 [ 12 | 16 | 13 | 12 | 10
BDV NBAE 4 (Nr. 8) 12 | 16 | 11 | 14 | 15 | 18 |n.a. [n.a. | n.a
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Lokalisation K K K | Hc | Hc | Hc [KHM|KHMKHM
Gesichtsfeld 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Tier

12 bis 15 Monate
Lewis Kontrolle NL @ 1 8 11 7 7 6 8 5 8 11
Lewis Kontrolle NL @ 2 8 |10 8 |12 | 6 9 8 6 7
Lewis Kontrolle NL @ 3 9 8 7 6 5 8 9 9 10
Lewis Kontrolle NL &' 1 7 9 7 7 7 10 7 9 6
Lewis Kontrolle NL & 2 8 7 9 9 8 9 6 8 6
Lewis Kontrolle NL & 3 7 9 6 5 6 6 6 5 8
BDV Lew Carrier NBAEQ 1| 19 [ 12 | 16 | 13 | 15 | 13 | 12 | 14 | 12
BDV Lew Carrier NBAE @2 | 13 | 18 | 10 | 12 | 9 11 [na |na [na
BDV Lew Carrier NBAEQ 5| 8 18 | 13 [ 15 | 15 | 12 | 13 | 11 9
BDV Lew Carrier NBAEJS 1 [n.a. [na |na |[na|na|na| 13 [ 12 | 10
BDV Lew Carrier NBAES 2| 13 | 18 | 21 | 14 | 14 | 16 | 12 | 10 | 10
BDV Lew Carrier NBAE 3| 18 | 16 | 18 13 111 | 11 |na |na |na
14 NBAE 1 19 16 20 15 15 19 14 14 12
off VIII NBAE 18 | 17 | 12 | 21 | 17 [ 20 | 10 | 11 | 11
19 Monate
12 NBAE 1 20| 21 |14 |15 ) 20| 16 | 18 | 16 | 19
12 NBAE 2 15 16 11 16 13 17 12 19 12
13 NBAE 7 9 9 15| 10 | 12 | 10 | 14 | 13 | 13
13 NBAE 8 13 |15 |12 | 16 | 13 [ 10 | 16 | 17 | 11
21 bis 26 Monate
Lewis 53 6 6 7 6 7 5 5 8 8
Lewis 61 4 6 7 9 5 7 5 6 6
Lewis 65 9 8 6 5 8 5 6 8 9
11 NBAE 8 15|12 | 13 | 11 | 18 | 13 | 12 | 14 | 14
IX NBAE 4 naj|naj|naj|na|naj|nafna|na.fna
18 NBAE 1 10 9 12 | 12 | 11 | 13 | 15 | 11 | 12
18 NBAE 2 13 |14 | 14 | 14 | 12 | 10 | 16 | 16 | 15
18 NBAE 5 9 11 8 8 10 | 11 | 15| 10 | 12
18 NBAE 6 10 14 10 6 8 11 9 12 11
18 NBAE 8 10 8 10 | 12 | 10 | 12 | 13 | 11 | 10

Angaben in absoluten Zahlen; verblindete Auszéhlung; BDV = Borna-Disease-Virus; Hc
Hippocampus (Bereich neben Ammonshorn); K = Kortex; KHM = Kleinhirnmark; m/J

mannlich; n. a. = nicht auswertbar; NBAE = neonatal-Aerosol-infiziert; neg = negativ; NL =
normal Lewis; T = Tier; w/Q = weiblich; Wo = Wochen
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Tabelle 9-7: Ungepaarter t-Test (gesunde Kontrollen versus BDV-infizierte Tiere)

Altersgruppe 4 bis 6 Wochen | 4 bis 6 Monate (12 bis 15 Monate|21 bis 26 Monate
Tierzahl (gesund) n=3 n=>5 n==6 n=3
Tierzahl (BDV) n=>5 n=13 n=28 n=7
Zellpopulation/
Lokalisation p-Wert
Astrozyten
Kortex 0,048 0,61 0,02 0,001
Hippocampus 0,0016 0,069 0,093 0,15
Kleinhirnmark 0,11 0,38 0,093 0,18
Oligodendrozyten
Corpus callosum 0,078 <,0001 0,027 0,038
Kleinhirnmark 0,95 0,0026 0,026 0,047
Mikroglia
Kortex 0,0025 <,0001 <,0001 0,0024
Hippocampus <,0001 <,0001 0,0003 0,0012
Kleinhirnmark 0,0045 <,0001 <,0001 0,0005

Der t-Test erfolgte zur Evaluierung, ob ein signifikanter Unterschied zwischen den Zellzahlen

der gesunden Kontrollen und BDV-infizierten Ratten besteht. Es handelte sich um ungepaarte

Stichproben, da in den zu vergleichenden Altersgruppen jeweils unterschiedliche Tiere

untersucht wurden. Ein p-Wert von unter 0,05 gilt als signifikant und ein Signifikanzniveau

von kleiner als 0,0001 ist hochsignifikant.

In den verschiedenen Altersgruppen und Lokalisationen ergaben sich hochsignifikante

Unterschiede bei den einmonatigen Tieren in der hippocampalen Mikroglia-Zahl sowie in der

Gruppe ,,4 bis 6 Monate“ in der Oligodendrozyten-Zahl im Corpus callosum, aulerdem in der

Mikroglia-Zahl im Kortex, Hippocampus und Kleinhirnmark. Hochsignifikante Unterschiede

waren zusatzlich in der Mikroglia-Zahl im Kortex und Kleinhirnmark der einjahrigen Ratten

zu verzeichnen.
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