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Einleitung 1

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit neurodegenerativen Veranderungen bei der Borna
Krankheit (Borna Disease, BD). Es handelt sich um eine Viruserkrankung, die
natUrlicherweise vor allem bei Pferden oder Schafen auftritt und bevorzugt das Zentrale
Nervensystem (ZNS) - hier besonders das Limbische System - befallt. Weitere Wirte sind
Kaninchen, Rinder, Ziegen, Esel, Maultiere, Strauf3e sowie wahrscheinlich Hunde, Katzen,
Lamas und Alpakas (Nishino et al., 1998, Malkinson et al., 1993, Altmann et al., 1976,
Metzler et a., 1976, Ihlenburg, 1962, Otta und Jensch, 1960, Joest und Degen, 1911). Die
Erkrankung wurde aufgrund der unterschiedlich langen Inkubationszeiten von Wochen bis
Monaten lange zu den Slow-Virus Erkrankungen gezéhlt (Ludwig et al., 1973, Mayr €t al.,
1972).

Erreger ist das stark neurotrope und nicht-zytopathogene Borna-Virus (Borna Disease Virus,
BDV), das vermutlich durch transnasale Infektion eine schwere
M eningopolioenzephalomyelitis hervorruft (Stitz, 1996, Stitz et al., 1995, Bilzer und Stitz,
1994, Narayan et al., 1983, Joest und Degen, 1911). Die Entziindung ist durch zelluldre
Infiltrate, neurodegenerative Verdnderungen und eine deutlich progrediente Grof3hirnatrophie
gekennzeichnet. Das Krankheitshild auf3ert sich durch Verhatensauffaligkeiten wie
Erregungszustande, Depressionszustande, Koliken, Ataxien und Orientierungsstorungen. Im
spéteren Verlauf fallen myoklonische Krampfe, Paralysen und Erndhrungsstérungen sowie
eine Retinitis auf, die bei der Ratte in eine vollkommene Netzhautatrophie und Erblindung
miundet (Narayan et al., 1983, Narayan et al., 1983a). Neben diesen Stérungen und
Verhaltensauffélligkeiten sind bei der Ratte Beeintrdchtigungen des Lernverhaltens
beschrieben worden (Carbone et al., 1998, Solbrig et al., 1995, Bautistaet a., 1994).

Bel einigen Spezies endet die Erkrankung in der akuten Phase mit dem Tod des betroffenen
Tieres. Jedoch existieren erhebliche Schwankungen zwischen verschiedenen Spezies und
dartber hinaus interindividuelle Unterschiede einzelner Mitglieder einer infizierten und
erkrankten Population. Neben der akuten, floriden Encephalitis, der sogenannten ,, typischen
BD*, gibt es ,atypische”, milde Verlaufsformen, die bisher noch unzureichend untersucht
sind. So kommen bel Schafen ebenso inapparente Verldufe vor wie bei Ratten, die post

infectionem (p.i.) ein Fettsuchtsyndrom entwickeln. Diese Tiere zeigen nicht die
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charakteristischen Symptome der BD und tberleben die Erkrankung (Kao et al., 1983). Diese
haufig nicht durch schwere entziindliche Veranderungen dominierten subklinischen,
neurodegenerativen Verlaufe stehen auch im Mittel punkt dieser Arbeit.

Das chronische postenzephalitische Stadium der BD ist neben der ausgepragten
Neurodegeneration und Gehirnatrophie durch eine Viruspersistenz gekennzeichnet (Stitz et
a., 1995, Bilzer und Stitz, 1994, Bilzer und Stitz, 1993, Planz et al., 1993). Durch den
Nachweis spezifischer BDV-Antikorper in den Seren chronisch depressiv erkrankter
Patienten (endogene Psychosen/Schizophrenien), wurde der Verdacht einer Virusbeteiligung
bei psychopathologischen Erkrankungen des Menschen gedufRert und durch weitere Studien
gestitzt (delaTorreet a., 1998, Planz et al., 1998, Bechter et al., 1997, Bechter et a., 19973,
Hagaet a., 1997, Savatore et al., 1997, de la Torre et al., 1996, Sauder et a., 1996, Vande
Woude et al., 1990, Bechter et al., 1987). Die Humanpathogenitét wurde inzwischen durch
BDV-RNA Nachweis bei einem Patienten mit schizoider Psychose weiter erhértet (Planz et
al., 1998). Dabei scheint der Mensch nicht zu den Spezies zu gehéren, die eine ausgepragte
Encephalitis erleiden, wie etwa Pferde oder Ratten.

Bereits vor dem Nachweis von BDV-RNA beim Menschen wurden 1996 bel post mortem
Untersuchungen von BDV-positivem, humanem Hirngewebe neuropathologische
Veranderungen im Hippocampus beschrieben. De la Torre et al. fanden dort atypische
Ammonshornsklerosen vor. Angesichts des besonderen neurotropen Verteilungsmusters des
BDV mit der Prédilektionsstelle Hippocampus, kénnten diese Befunde beim Menschen von
grof3er Bedeutung fur eine mogliche neurodegenerative Erkrankung sein (de la Torre et al.,
1996).

Inwieweit die BDV Infektion fir den Menschen jedoch Krankheitswert besitzt, ist noch
umstritten, da auch bei Autopsien sonst gesunder Gehirne BDV-Virusprotein gefunden wurde
(Hagaet a., 1997).

Bel ersten innerhalb der Forschungsgemeinde heftig umstrittenen experimentellen
virustatischen Behandlungsversuchen mit Amantadinsulfat an Patienten mit affektiven
Psychosen wurde eine deutliche Besserung der Klinik beschrieben (Bode et al., 1997).
Hierbe ist alerdings unklar, welcher Wirkungsmechanismus im Vordergrund steht: eine
gezielte antivirale Wirkung oder vielmehr ein Eingriff in den Neurotransmitterstoffwechsel
der Patienten. Neue experimentelle Untersuchungen in vivo und in vitro mit Amantadin
relativieren diese Beobachtungen. Behandlungen von Zellkulturen und Versuchstieren mit

Amantadin liessen keinen Einflul® auf den zeitlichen Beginn der Erkrankung, den antiviralen
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Antikorper-Titer, den Virustiter, den Schweregrad entzindlicher Reaktionen im Hirn, oder
den Grad der neurologischen Ausfallerscheinungen erkennen (Stitz et al., 1998). Darliber
hinaus wurden in weiteren in vitro Studien keine antiviralen Amantadineffekte gefunden
(Cubitt et al., 1997). Im Gegensatz dazu zeigen erste BDV-Experimente mit Ribavirin einen
antiviralen Effekt in der Zellkultur (Mizutani et a., 1998).

Dem bisher haufiger eingesetzten Amantadin wird neben der virustatischen Komponente (es
verhindert das Virus-uncoating) eine transmitterspezifische Wirkung zugeschrieben, die
moglicherweise auf einer Erhohung des Dopaminspiegels beruht (und deshalb auch einen
Einsatz in der Therapie des M. Parkinson zul&f3t und dort zur Standardmedikation z&hlt). Da
genaue Pathogenitdtsmechanismen des BDV, wie beispielsweise die Viruspenetration,
weitgehend ungeklart sind, fehlt zur Zeit die Grundlage fur ein Konzept der
Amantadinwirkung bei der BDV-Infektion.

Experimentell ist die Lewis-Ratte das am besten untersuchte Krankheitsmodell. In letzter
Zeit wird auch dem Mausmodell eine erhdhte Aufmerksamkeit gewidmet, da sich bezlglich
der Infektion, des klinischen Bildes und der Viruselimination Unterschiede zur Ratte ergeben
haben. Bisher erwiesen sich adulte, infizierte Mause als immuntolerant und erkrankten nicht
an der BD. Neue Experimente zeigen, dass Mause, die in den ersten Tagen nach der Geburt
infiziert werden (sog. Newborns), nach sechs bis sieben Wochen ebenfalls eine heftige BD
entwickeln, die der Erkrankung der adulten Lewis-Ratte gleicht (Hallensleben et al., 1996).

Die experimentelle BD der Ratte wird durch eine immunpathologische Reaktion des Typs
IV (delayed type of hypersensitivity, DTH) verursacht, die durch CD4" und CD8" T-
Lymphozyten vermittelt wird (Bilzer und Stitz, 1994, Bilzer und Stitz, 1993, Richt, 1988).
Die experimentelle Infektion neugeborener (immuntoleranter) Tiere und erwachsener
immunsupprimierter Tiere fuhrt zu keinerlel Krankheitserscheinung (Stitz et al., 1989). In
diesen Féllen ist das Verteilungsmuster des Virus ein anderes: es erfolgt eine Disseminierung
des Virus in extraneuronales Gewebe (Stitz et al., 1991). Die Verteilung in erwachsenen
immunkompetenten Tieren stellt sich im Gegensatz dazu streng neurotrop dar. In infiziertem
Material lassen sich sowohl Ribonucleinsauren als auch Proteine des BDV nachweisen.

Seitdem das Genom des Virus komplett entschltisselt wurde (Cubitt und de la Torre, 1994a),
kann man allen sechs bisher gefundenen Leserahmen, sogenannten Open Reading Frames
(ORF), jeweils ein Protein zuordnen. In der Immunhistochemie lassen sich die Proteine p24
und p38/39 durch Antikdrper darstellen. Esist festzustellen, dass im Verlauf der BD Bezirke
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des Hirns mit Virusproteinen geradezu Uberladen sind. Besonders ausgepragt ist dieses
Phé&nomen in der Grauen Substanz des limbischen Systems (Hippocampus) und in Bereichen
des Neokortex .

Im Hinblick auf die Entstehung und den Krankheitsverlauf sind noch nicht alle Funktionen
der Proteine entschlusselt (s.u.). Untersuchungen des Glycoproteins p90, das Produkt des
ORF |V ist, belegen, dass es sich um ein Oberflachenprotein handelt. Antikorper gegen dieses
Protein haben virusneutralisierende Wirkung. Werden infizierte Tiere fruhzeitig mit
spezifischen Antikdrpern behandelt, kann ein Ausbruch der BD verhindert werden, so dass
dem Virusprotein wichtige Funktionen bei der Penetration, Virusreifung und
Virusausbreitung zugeschrieben werden (Furrer et a., 2001, Gonzales-Dunia et a., 1996).
Das pl16 Protein konnte in der Virushille lokalisiert sein (Stoyloff et al., 1997). Das p38
bildet moglicherweise das Nukleokapsid des Virus und interagiert mit zelluldren Proteinen
(MUller et al., 1998, Pyper et a., 1997). Das zuletzt entdeckte und untersuchte Virusprotein
p10 (X-Protein) ist nach neueren Untersuchungen an der Ausschleusung des Bornavirus aus
dem Zellkern beteiligt (Pfleger et al., 1998).

In diesem Zusammenhang werden mogliche Interaktionen der Bornaproteine mit
sogenannten Immediate Early Genes (IEG) (z.B. c-fos, c-jun, egr-1) vermutet, die im
Verdacht stehen, mitverantwortlich fir eine Zelldegeneration zu sein (Morimoto et al., 1996,
Zhang et al., 1992). Bei der BD ist weiterhin unklar, auf welche Weise genau das Virus direkt
und/oder indirekt zum Verlust von Nervenzellen beitragt. Neuere Untersuchungen der 1EG
diskutieren, ob neben der Immunpathologie der BD, das BDV Uber direkte Interaktion mit
den IEG moglicherweise in den ortsansassigen Neuronen zu deren Untergang z.B. via

Apoptose (programmierter Zelltod) beitragt (Morimoto et al., 1996).

Bei unterschiedlichen Erkrankungen des zentralen Nervensystems findet man nebeneinander
verschiedene Arten der Neurodegeneration. Neben Apoptose findet sich retrograde
Degeneration und Nekrose (Cotman et al., 1996, Meucci et al., 1996). Welche Formen der
Neurodegeneration bei der BD vorkommen, ist nicht genau bekannt, doch scheint bereits in
frihen Borna-Stadien die Apoptose eine Rolle zu spielen (eigene unvertffentlichte
Untersuchung, Bilzer et al., 1998). Untersuchungen des HIV-1 Hullproteins gpl120, das in
hippocampalen Neuronenkulturen Apoptosen auslost (Meucci et al., 1996), geben weiteren
Anlal3, auch Borna(htll)proteine als mogliche Induktoren von Apoptose in Betracht zu ziehen

und zu untersuchen.
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Angesichts der ausgepragten Verhaltensauffalligkeiten BDV-infizierter Individuen (s.u.) sind
Stérungen in Neurotransmittersystemen naheliegend, wie sie bereits vereinzelt nachgewiesen
wurden (Solbrig et a., 1996, de la Torre et al., 1993, Lipkin et al., 1988). Jedoch lassen
gerade das Krankheitsbild der BD und der Nachweis von BDV-RNA bei Patienten mit
schizoiden Psychosen diesen Aspekt as besonders interessant und abklarungswirdig
erscheinen. Neuere systemische Untersuchungen haben Veranderungen im cholinergen
System gezeigt (Gies et al., 1998).

Waéhrend das Vorkommen des BDV beim Menschen als gesichert gelten kann, bleibt die
Frage nach dem mdglichen Krankheitswert, und damit der potentiellen Gefahr fir den
Menschen, offen. Hinsichtlich der weltweiten Verbreitung des Virus, der bisher bekannten
Pathogenitétsmechanismen sowie eventueller konsekutiver Behandlungsstrategien, scheinen
tierexperimentelle Modelle besonders wichtig zu sein. Die Therapieansdtze der klassischen
neurodegenerativen Erkrankungen (z.B. M. Parkinson), die sich an der Substitution und
Regulierung von Neurotransmittern orientieren, sind ein gutes Beispiel ener
neurotransmitterorientierten Forschung und Therapie.

In den folgenden zwei Kapiteln sollen die Problemstellung sowie der aktuelle Stand der
Forschung zusammengefaldt werden. Die wichtigsten der hier untersuchten Neurotransmitter
werden anschlief3end vorgestellt.

1.1 Problemstellung

Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen Uber den Neurotransmitterstatus wahrend einer
BDV-Infektion, insbesondere bel nicht-entztindlichen Verlaufen (Gies et al., 1998, Solbrig et
al., 1996, delaTorre et al., 1993, Lipkin et al., 1988). Es existieren kaum Informationen Gber
die Rolle von Neurotransmittern in der Pathogenese der BD, besonders in der prae- und
postencephalitischen Phase. Fur die Cholinacetyltransferase (ChAT) sind in der Frihphase
(ab Tag 11 p.i.) Konzentrationssenkungen und Denervierungen innerhalb des cholinergen
Systems gefunden worden (Gies et a., 1998). Hinsichtlich des potentiellen Krankheitswertes
fur den Menschen (und eines maglichen Therapieansatzes s.0.) sind die bisher durchgefihrten

tierexperimentellen Untersuchungen bei der BD aber noch lickenhaft. Angesichts der
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deutlichen Verhaltensauffalligkeiten bei der BD (s.0.) erscheint es deshalb naheliegend, nach

weiteren Verdnderungen im Transmitterstatus zu suchen.

Andere neurodegenerative Erkrankungen, wie z.B. der M. Alzheimer oder M. Parkinson,
gehen mit ausgeprdgten Storungen im  Neurotransmitterstatus einher. Neuere
Forschungsergebnisse werfen die Frage auf, ob nicht mdglicherweise die Transmitter selbst
an Stoffwechselprozessen mitwirken, die zu Degeneration fuhren (Mallet et al., 1996). Sie
konnten damit einen aktiveren Stellenwert in der Atiologie bekommen, als lediglich den eines
Indikators neurodegenerativer Prozesse. Es bleibt vollig ungekléart, wie das Bornavirus die
Neurodegeneration verursacht. Auch die Frage nach dem Krankheitswert des nicht-
zytopathogenen Virus bei neurodegenerativen Prozessen des Menschen kann momentan nicht
beantwortet werden.

In diesem Zusammenhang erscheinen Untersuchungen Kalzium-bindender Proteine (KbP)
wichtig zu sein. Aufgrund ihrer vielfdltigen Funktionen im Stoffwechsel, wie z.B. der
Regelung der Kalziumhomdostase, sind sie mdglicherweise geeignet, neurodegenerative
Prozesse anzukindigen, zu fordern oder zu verhindern. Veranderungen der KbP sind bereits
fur degenerative Erkrankungen (M. Parkinson, M. Alzheimer) beschrieben (Heizmann, 1993).

Sie sind im Kortex hauptsachlich in Interneuronen lokalisiert.

In der vorliegenden Arbeit wird der Status wichtiger Neurotransmittersysteme, sowie der
Status wichtiger KbP als mogliche Indikatoren oder Effektoren einer Neurodegeneration in
der Frihphase der BD untersucht. In diesem Zusammenhang werden Projektionssysteme und
Lokale Systeme genauer betrachtet. Es wird analysiert, ob mit diesen Untersuchungen ein
Rickschlufd auf die Art der Schadigung selbst gezogen werden kann.

Angesichts von Verhaltensauffalligkeiten BDV-infizierter Ratten erscheint es naheliegend,
in den am starksten infizierten Gebieten und Strukturen (Neokortex, Hippocampus) nach
Neurotransmitterveranderungen zu suchen. Da Neurotransmitter als Effektoren an der BD
beteiligt sein konnten, werden chemisch definierte Nervenfasern hinsichtlich Expressions-
und Strukturveranderungen immunhistochemisch untersucht.

Die Analyse der KbP soll erstens Aussagen Uber den Status der Interneurone (funktionelle
Stérung) ermoglichen und zweitens ihren moglichen Einflu? auf die Neurodegeneration
feststellen (zytoprotektive Kalziumhomaoostase). Neben der Cholinacetyltransferase (ChAT),

fUr die bereits Veranderungen bei der BD bekannt sind, wurden Kalzium-bindende Proteine
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bisher hauptsachlich im Zusammenhang mit klassischen neurodegenerativen Erkrankungen
wie dem M. Alzheimer oder M. Parkinson untersucht.

Die Tyrosinhydroxylase (TH) der Ratte wurde 1982 identifiziert. Es handelt sich um ein
Tetramer mit eilner Aminosauresequenz von 498 Aminosauren. Das Molekulargewicht betrégt
etwa 55,903 kD. Die Dopaminbetahydroxylase (DBH) ist - wiedie TH - ebenfalls ein Enzym
der monoaminergen Molekilreihe (s. Kap. 3). Sein Molekulargewicht liegt geringfligig Uber
dem der TH. Die Enzyme bieten sich aus folgenden Grinden fir diese Untersuchungen an.
Unterschiedlich hohe TH- bzw. DBH-Level im Verlauf der BD konnten Aufschlul3 tber die
Funktionsfahigkeit und den Status der dopaminergen bzw. noradrenergen Projektionsbahnen
geben, welches besonders im Hinblick auf die beschriebenen Verhaltenss und
Bewegungsstorungen erkrankter Tiere (und moglicherweise des Menschen) interessante
Erkenntnisse verspricht. Die Verhaltensstorungen bel der BD kénnten hier ihre mdgliche
Ursache haben.
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2 Stand der Forschung

2.1. Geschichte

Die Borna-Erkrankung erhielt ihren Namen 1896 nach der Stadt Borna in Sachsen, durch den
Oberrol3arzt a.D. Gensert. Dort war in einem Kavallerieregiment eine seuchenhafte
Erkrankung bei Pferden aufgetreten, die phanomenologisch einer Erkrankung entsprach, die
erstmalig vor mehr as 200 Jahren sowohl in Deutschland as auch der Schweiz als eine
» Kopfkrankheit der Pferde” beschrieben worden war. Aus dem Jahre 1766 ist in dem Werk
,Der Pferdearzt® von Johann Baptist von Sind, folgendes festgehalten: ,..Das Pferd ist
anfanglich traurig und versaget sein Futter; [..] endlich falt es dann in convulsive
Bewegungen, woran es meistens das Leben lasset” (von Sind, 1767, zit. nach Gellert, 1995).
Aus dem Jahre 1813 existiert eine Abhandlung Uber die , hitzige Kopfkrankheit der Pferde*
(Autenrieth, zit. nach Zwick, 1939).

Bis es zu der heute einheitlichen Bezeichnung Borna Erkrankung, Bornasche Krankheit oder,
im angloamerikanischen Sprachraum, Borna Disease (BD) kam, wurde das Krankheitsbild als
»habacute Gehirn-Entziindung oder Kopfkrankheit der Pferde” (Wo6rz, 1858 zit. nach
Heinig, 1969), , subakute Meningitis*, , Schlafsucht der Pferde”, ,Zerebrospinameningitis
epidemica’, ,Encephalomyelitis enzootica’, , Gehirn Rickenmarksseuche®, ., Encephalitis
lymphocytaria equi“ sowie ,, epidemische Genickstarre® bezeichnet (Dinter, 1879, Winkler,
1883, zit. nach Gellert, 1995).

Urspriinglich wurden Kokken als Erreger vermutet, die sich aber bei Ubertragungsversuchen
as nicht krankheitsausldsend herausstellten (Siedamgrotzky, zit. nach Gellert, 1995) (Die
mikrobiol ogische Erforschung beginnt erst in den Neunzigerjahren des 19. Jahrhunderts nach
der Einleitung der bakteriologischen Ara durch Robert Koch). Diese These wurde jedoch von
Ernst Joest bezweifelt, der schon 1909 zusammen mit Kurt Degen die (fur die BD
pathognomonischen) Einschluf3korperchen in Ganglienzellen entdeckt hatte. Joest vermutete
aufgrund histopathol ogischer Untersuchungen und Befunde ein Virus. Im Jahre 1925 wurde
dazu der Nachweis angetreten, als bakterienfreies Hirngewebe eines an der BD erkrankten
Pferdes auf ein Kaninchen Ubertragen (Zwick und Seifried, 1925) und auf ein Pferd
rickibertragen wurde (Zwick et al., 1927). Schliefdlich gelang 1954 der Nachwels
komplementbindender Antikérper im Serum infizierter Kaninchen (von Sprockhoff, 1954).

Die erstmalige Zichtung des Erregers gelang 1957 im bebriiteten Huhnerei (Nitzschke und
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Rott, 1957) und spéter in verschiedenen Zellkulturen (Mayr et al., 1972). Es folgte die
erfolgreiche Ubertragung des Erregers auf die Spezies Ratte (Narayan et al., 1983, Narayan et
al., 1983a, Nitzschke, 1963). In verschiedenen Experimenten unterschiedlicher Ratten
(neugeboren, immunsupprimiert, athymisch), konzentrierte man sich in der Pathogenese der
BD auf die zellvermittelte, immunpathol ogische Reaktion (Ludwig et al., 1993, Richt, 1988,
Narayan et al., 1983, Narayan et al., 1983a). Nachdem die immunologische Komponente der
BD weitergehend erforscht wurde (Sobbe et a., 1997, Bilzer und Stitz, 1996, Bilzer et a.,
1995, Bilzer und Stitz, 1994, Bilzer und Stitz, 1993, Stitz et a., 1992), kam man zu der
Vermutung, dass es noch eine weitere, nicht immunologische Komponente geben misse, um
die prae- und postencephalitischen Degenerationen besser erklaren zu kénnen (Bilzer und
Stitz, 1997).

2.2 Erreger

Eine genauere Charakterisierung des BDV, dem neurotropen, nicht-zytopathogenen Erreger
der BD, gelang erst in den Neunzigerjahren (Lipkin et al., 1990, Vande Woude et al., 1990).
Es folgten weitere Ergebnisse zur Genomorganisation (Briese et al., 1994) und schliefdlich die
vollstéandige Entschlisselung der BDV-Sequenz (Cubitt et al., 19944). Das Virus weist ein
umhulltes, negativ nichtsegmentiertes, einstrangiges (NNS) RNA-Genom von 8.903 kb
Grofe, sowie komplementére 3" und 5° Termini auf (Cubitt et al., 1994, Briese et al., 1992).
Von mehreren Autoren werden Ubereinstimmungen mit Filo-, Paramyxo- und Rhabdoviridae
(Ordnung der Mononegavirales) beziglich der RNA-Antelle und Genomorganisation des
BDV beschrieben (Briese et al., 1994, Cubitt et al., 1994).

Die Replikation und Transkriptionen des Virus findet in den Zellkernen infizierter Zellen
statt (Cubitt et al., 1994). Dabei werden mehrere subgenomische, polyadenylierte mRNAS
produziert, die zum Teil durch posttranskriptionales RNA-splicing weiter prozessiert werden
(Schneider et a., 1994a, Carbone et al., 1991). Das ist eine Besonderheit des BDV, in der es
sch  von Viren der Ordnung Mononegavirales unterscheidet.  Weitere
Unterscheidungsmerkmale stellen das kleinere Genom des BDV (s.0.) sowie die Erhaltung
der Genomsequenz dar, die sich nach vielen Passagen durch unterschiedliche Spezies etabliert
hat und bel anderen RNA-Viren in dieser Form nicht erreicht wird (Schneider et al., 1994).

Die Uberlappung von Transkriptionseinheiten und -signalen (Schneemann et al., 1994) sowie
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die hohe Frequenz polycistronischer ,readthrough® Transkripte (Briese et a., 1994) sind
weitere Unterscheidungsmerkmale. Bemerkenswert ist, dass virde Ribonukleoproteine
beféhigt sind, Zellen zu infizieren, nicht jedoch blof3e RNA (Cubitt et al., 1994). Aufgrund
dieser Eigenschaften, die mdglicherweise zu dem besonderen, nicht-zytopathogenen
Krankheitsverlauf beitragen, wurde vorgeschlagen, eine neue Virenfamilie nach dem Borna

Disease Virus, die Bornaviridae, zu benennen (Briese et al., 1994).

Nukleinsdure Familie Genus Art
RNA Rhabdoviridae |Lyssavirus | Tollwutvirus
RNA Bornaviridae? Bornavirus? | Humanes Bornavirus?

Tab. 1. Bornaklassifikation (nach Briese, modifiziert)

Das Genom des BDV enthdlt sechs sogenannte offene Leserahmen (Open Reading Frames,
ORFs), die Informationen fir verschiedene Proteine kodieren. Der ORF | kodiert ein 38 kD
grof3es Protein (p40, p38, p39 oder N-Protein), das ein Nukleoprotein ist. Der ORF Il kodiert
ein 24 kD grofRes Phosphoprotein (p24 oder P-Protein). Der ORF Ill kodiert ein 14,5 kD
Protein, welches durch Glykosylierung ein Gewicht von 16 kD (p16 oder M-Protein) erreicht.
Der ORF 1V kodiert ein Glykoprotein mit einem Proteinanteil von 56 kD (G-Protein)
(Gonzales-Dunia et a., 1997, Briese et a., 1994, Schadler et al., 1985, Thiedemann et al.,
1992), bel dem erst seit kurzem die komplette Molekulstruktur mit sehr grofen Mannose-
sowie Oligosaccharidmodifikationen und mit einem Molekulargewicht von insgesamt 94 kD
(G-Protein) entschltisselt ist (Schneider et a., 1997).

Dem groften offenen Leserahmen (ORF V), der ein 180 kD Protein kodiert, ordnet man
bisher aufgrund weitgehender Sequenzhomologien mit anderen RNA-Viren die Funktion
einer Polymerase des BDV mit moglichen Kern-Lokalisierungssignalen zu (Cubitt et al.,
1994, Cubitt et al., 1994a, Briese et a., 1994, Garcia-Bustos, 1991, Roberts, 1989). Das
juingst entdeckte Bornaprotein, das pl0 Protein, wird durch den kleinsten Leserahmen ORF
VI représentiert (X-Protein, Pfleger et al., 1998).
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P16
p40 p10 | p24 P56 p180

0 (N) X) (P (M) (G) L) 8,003 kb

Abb. 1. Schematische Genomorganisation des BDV mit Proteinklassen

Wie bel anderen Viren der Ordnung Mononegavirales |a3t sich auch das Genom des BDV in

verschiedene Kompartimente einteilen:

e Proteine N und P (Nukleoproteine und Polymerase-K of aktoren)
e ProteineM und G (Matrix- und Hillproteine)
e Protein L (Viruspolymerase)

e Protein X (Nucleo-cytoplasmatischer Transporter).

Bereits bekannt ist, dass das G-Protein virusneutralisierende Epitope besitzt (Furrer et al.,
2001, Schneider et al., 1997). Moglicherweise kommt diesem Protein eine wichtige Aufgabe
in puncto Anheftung oder Penetration in die Wirtszelle zu. Gegen das Protein des ORF |11,
das pl6, existieren monoklonale Antikorper und monospezifische Antiseren, die
virusprazipitierende sowie virusneutralisierende Eigenschaften besitzen. Es wird
angenommen, dass das pl6 in der Virushille lokalisiert sein konnte (Stoyloff et al., 1997,
Hatalski et al., 1995, Kliche et al., 1994, Ludwig et al., 1993). Die p38/39 Proteine stehen im
Verdacht, das Nukleokapsid des Virus zu bilden. In vitro Versuche zeigen, dass das p39
Protein im Zellkern konzentriert ist, das p38 Protein hingegen sowohl im Kern als auch im
Zytoplasma vorkommt. Das p39 Protein ist dabei doppelt so hoch konzentriert wie das p38
(Pyper et al., 1997). Das p56 Protein wurde kurzlich als Oberflachenprotein identifiziert.
Aufgrund der durchgefihrten Untersuchungen schreibt man ihm eine bedeutende Funktion fUr
die Virusadsorption und Viruspenetration zu (Schneider et al., 1997). Das p10 Protein scheint
ebenfalls eine zentrale Rolle bel der Virusausschleusung aus dem Zellkern ins Zytoplasma zu
haben (Pfleger et a., 1998). Neueste Untersuchungen lassen vermuten, dass durch die direkte
Interaktion des p24 Proteins mit dem Nervenwachstumsfaktor Amphoterin ein unmittelbarer
Schaden in der Entwicklung des Gehirns entstehen konnte (Kamintani et. al., 2001).
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Die wichtige Rolle von Glycoproteinen aus Viren der Ordnung Mononegavirales fir virale
Adsorption und Penetration sind bereits beschrieben (Morrison und Portner, 1991, Wagner et
al., 1987). Sie scheinen ein grofdes immunogenes Potential zu besitzen und sind haufig
Angriffspunkt neutralisierender Antikorper (s.0., Wiley und Skeliel, 1991).

Die Grof%e des BDV wurde durch Filtrationsversuche zunéchst ndherungsweise auf 85-125
nm bestimmt und spéter durch Danner und Mayr (1979) auf 80-100 nm prézisiert. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass sich die Partikel im Bereich der Joest-Degenschen
Einschlufkdrperchen befinden. Mittels der Elektronenmikroskopie konnte das BDV im Jahre
1993 erstmals sichtbar gemacht werden (Ludwig et al., 1993). Hierbel fanden sich zwel
verschiedene Partikelgruppen von ca 90 nm und 50-60 nm Durchmesser. Die grof3eren
Partikel bestehen offensichtlich aus einem umhillten und elektronendichten Kern, der einen
Durchmesser von 50-60 nm hat (vermutlich das Nukleokapsid). Weitere Partikel von
derselben Grof3e konnten defekte oder aber unreife Viren sein (Zimmermann et al., 1994).

Die Hiille des Virus macht den Erreger gegen die verschiedensten Noxen relativ resistent.
Unter kalten und trockenen Bedingungen ist es jahrelang haltbar (—70 bis —80° C). Bei einer
Umgebungstemperatur von 37° C wird das Virus innerhalb weniger Tage, bei Temperaturen
ab 56° C schon nach einigen Minuten inaktiviert. Gegen UV-Licht ist das Virus ebenfalls
empfindlich, wie auch gegen verschiedene Desinfektionsmittel und Formalin (Heinig et a.,
1969).

Im Hirn von Versuchstier 1&3t sich das Virus vermehren. In der Zellkultur (Einflhrung
erfolgte in den siebziger Jahren, Ludwig et al., 1973) ist der Ausbreitungsmodus jedoch nicht
bekannt. Durch Beschichtung infizierter Zelllagen mit neutralisierenden Antikorpern, konnte
experimentell die Virusausbreitung gestoppt werden (Oldstone et al., 1983). Das Virus
scheint sich also nicht kontinuierlich von Zelle zu Zelle fortzubewegen. Die
Virusdissemination erfolgt vermutlich auf intraaxonalem Wege, wobei Synapsen passiert
werden (Carbone et al., 1987). Bei einem Vergleich des BDV mit dem Tollwutvirus wurden
diese und weitere Ahnlichkeiten festgestellt (Gosztonyi et al., 1993). Es wurde vermutet, dass
beide Viren in Form blof3er Nukleokapside (Ribonucleoprotein-Transkriptase-Komplexe) die
synaptische Passage absolvieren, wobel die Rabies dann in spédteren Replikationsphasen als
komplettes Viruspartikel hervorgebracht wird, wahrend das BDV mdglicherweise in
inkompletter Form verharrt, um nur beim Verlassen des Wirtes in verhillter Form

vorzuliegen. Das Vertellungsmuster beider Erreger wird mdglicherweise durch
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Neurotransmitter-Rezeptoreinheiten mitbeeinfludt. Warum das BDV allerdings Neurone und
Gliazellen infiziert, wahrend das Rabies-Virus auf Neurone beschrénkt ist, bleibt weiterhin
unklar (Gosztonyi et al., 1993). Eine experimentelle virustatische Behandlung mit Ribavirin
fuhrte in der Zellkultur zu einer Inhibition der Virusreplikation (Mizutani et a., 1998).
Weitere experimentelle Untersuchungen mit Amantadin fihrten zu unterschiedlichen
Ergebnissen (s.0., Stitz et al., 1998, Bode et a., 1997, Cubitt et al., 1997).

2.2.1 Wirtsspektrum

Die natdrlichen Wirte des BDV sind vor allem Pferde und Schafe (Grabner et a., 1991,
Heinig, 1969). Fur viele weitere Spezies wurden spontane Infektionen beschrieben, wie z.B.
fir Alpaka, Esel, Kaninchen, Lama, Maultier, Rind und Ziege (Altmann et a., 1976,
Ihlenburg, 1962, Ernst und Hahn, 1927). Naturliche Infektionen bei weiteren Spezies werden
heute ausschliefdlich bel Erregernachweis anerkannt. Dieser erfolgte bisher sicher bei Pferden,
Schafen, Rindern und Strauen (Malkinson et al., 1993). Vermutlich treten natirliche
Infektionen auch bei Hunden und Katzen auf (Nishino et al., 1998).

Neben der natlrlichen Infektion hat man mit der experimentellen BDV-Infektion mehrerer
Spezies verschiedene I nfektionsmodelle entwickelt. Folgende Tiere wurden experimentell mit
dem BDV infiziert: Kaninchen und Meerschweinchen (Zwick, 1925), Schaf (Beck, 1926),
Pferd (Zwick, 1927), Rind (Ernst und Hahn, 1927), Ziege (lhlenburg, 1962), Katze
(Ihlenburg, 1966), Spitzhérnchen Tupaia glis (Sprankel et al., 1978), Huhn (Gosztonyi et al.,
1983), Maus (Kao et a., 1984), Ratte (Kao et al., 1984, Narayan et al., 1983a, Narayan et al.,
1983, Nitzschke et al., 1963, Zwick, 1927), Rhesusaffe (Stitz et al., 1980, Zwick, 1939) und
Hamster (Anzil et al., 1985). Bei diesen Tierarten kommt es zu einer persistierenden
Infektion, wobei die Krankheitsverlaufe sehr unterschiedlich sind. Schwerste
Beeintrachtigungen klinischer und neuropathologischer Art beim Pferd stehen inapparenten
Verlaufen bei Mausen oder Hihnern gegentiber.

Neuere Versuche mit Mausen zeigen jedoch, dass diese bei sehr frihen
Infektionszeitpunkten post partum &hnlich erkranken wie Lewisratten (personliche
Mitteilung, Bilzer). Doch auch bel den verschiedenen Rattenstdmmen sind die
Krankheitsausprdgungen  sehr  unterschiedlich. So  erkranken die  sogenannten

Schwarzkappenratten (black hooded rats) im Gegensatz zu Wistar- oder Lewis-Ratten nur
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leicht. Einheitlich beim Krankheitsverlauf ist die persistierende Virusreplikation, wenn die

akute Erkrankungsphase tberlebt wird.

2.2.2 Infektion beim Menschen

Schon seit vielen Jahren beschéftigt sich die Forschung mit der Frage, ob das Bornavirus in
der Lage ist, den Menschen zu infizieren und ihn als Replikationswirt zu nutzen. Diese Frage
muf3 heute wahrscheinlich bejaht werden.

Angesichts der Klinik der Bornaerkrankung standen zunéchst Untersuchungen
psychiatrischer Patienten im Vordergrund. Erstmals gelang 1985 Amsterdamm et a. sowie
Rott et a. der Nachwelis spezifischer Serumantikorper gegen das BDV, die bei einer gesunden
Kontrollgruppe fehlten. Bei den Patienten handelte es sich um psychiatrische Patienten mit
depressiven Erkrankungen, meist affektive Psychosen. Bel ener 1988 von Bechter
durchgefiihrten Untersuchung von dber 1000 psychiatrischen Patienten fanden sich bei 6,8%
BDV-Serumantikorper, bei 133 chirurgischen Patienten dagegen nur bei 3%. 1993
untersuchten Bode et a. in einer follow-up Studie 70 psychiatrische Patienten mit
unterschiedlichen Krankheitsbildern. Bei 20% der Patienten fanden sich BDV-Antikorper im
Serum, wobei bel 30% die Diagnose der endogenen Depression und bei 8% der neurotischen
Depression gestellt war. Eine psychopathologische Beeintrachtigung durch das BDV schien
Uber seine Affinitét zum Limbischen System méglich zu sein. Bei seropositiven Patienten
liefen sich in Computertomogrammen des Schédels relativ haufig Nachweise fir
Hirnatrophien finden. Kernspintomographische Untersuchungen zeigten bei solchen Patienten
im Marklager der Grof3hirnhemispheren in 60% der Fédle fleckformige Veranderungen, die
als mogliche Entziindungsherde gedeutet wurden (Bechter et al., 1987). In den Seren HIV
(Human Immunedeficiency Virus) infizierter Patienten fanden sich in 8% der Félle ein
positiver BDV-Titer (Bode et al., 1988). Bei einer Reihe von Untersuchungen peripherer
Blutzellen (PBMC) psychiatrisch Erkrankter wurden BDV-RNA Anteile ebenso gefunden
(Planz et al., 19983, de la Torre et al., 1996, Sauder et al., 1996), wie bei einigen gesunden
Kontrollfallen (bis zu 5%), was die Frage nach einer weitreichenden Humanpathogenitét
unterstrich (Kishi et a., 1995). Japanische Forschergruppen stellten einen Zusammenhang der
BDV Infektion mit dem CFS (Chronic Fatigue Syndrom) her.

Inzwischen ist es gelungen, einen neuropathol ogisch-virologischen Nachweis des BDV bel

menschlichem Autopsiegut zu fihren. De la Torre et a. untersuchten 600 Autopsiefdlle des
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Alzheimer Disease Research Center Californien (ADRC) und fanden bel funf Féllen eine
Hippocampussklerose (atypische Ammonshornsklerose) und Astrozytose. Bei vier dieser funf
Félle konnten sie mittels Immunzytochemie, RT-PCR und in situ-Hybridisierung sowohl
BDV-Antigen als auch VirussRNA nachweisen (de la Torre et al., 1996). Weitere post
mortem Nachweise einer BDV Infektion wurden bei der Analyse menschlicher Gehirne mit
atypischer Hippocampussklerose gefiihrt (Czygan et a., 1998). Bel einem psychiatrischen
Patienten wurde BDV-RNA sicher nachgewiesen (Planz et al., 1998).

Auch in der klinischen Forschung und Therapie spielt die Humanpathogenitét des BDV
mittlerweile eine Rolle. In einer Studie von Bode et al. wurde eine an psychiatrischen
Erkrankungen leidende 67-jdhrige Patientin mit dem Therapeutikum Amantadin behandelt
und eine Verbesserungen der klinischen Beschwerden beschrieben (Bode et al., 1997). Die
Frage des Krankheitswertes der BDV-Infektion fur den Menschen wird aber weiter

kontrovers diskutiert.

2.2.3 Epidemiologie

Seit langer Zeit sind die saisonalen und regionalen Schwankungen im Auftreten der
Bornaerkrankung bekannt. Nach einem Inzidenzgipfel zwischen den Monaten Méarz und Mali
kommt es im Laufe des Sommers zu einem Rickgang, um schliefflich in den Wintermonaten
(Oktober/ November) ein Minimum zu erreichen. Das Auftreten der Erkrankung scheint
zusétzlich in einem Dreijahresrhythmus zu schwanken.

Grabner und Fischer bestétigten in ihrer 1991 durchgefiihrten retrospektiven Studie an 38
zwischen 1977-1990 in die Medizinische Tierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitét
MUnchen eingelieferten Pferden die saisonalen Verteilungen der Bornaerkrankung, die schon
Zwick (1939) und Karasek (1963) festgestellt hatten. Eine geographische Haufung fand sich
in den Grof3raumen Muinchen und Nurnberg. Dort wiesen wiederholte Krankheitsausbriichein
denselben Stéllen auf eine Viruspersistenz sowie auf einen inapparenten Verlauf und den
damit enzootischen Charakter der Erkrankung hin (Grabner und Fischer, 1991).

Nach groferen Impfaktionen in den 60er und 70er Jahren in Bayern mit BDV-Antigen-
haltigem Material, kam es zu deutlichen Haufungen der Bornakrankheit in diesen Gebieten.
Mehrere Untersuchungen gesunden Schlachtviehs sowie weiterer Schafe und Pferde in der

Schweiz und in Liechtenstein, bei denen die BD aufgetreten war, endeten - abgesehen von
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zwel Fdle in denen BDV-Antikorper gefunden wurden - ohne den Nachweis BDV-
spezifischer Antikorper in Serum und Liquor cerebrospinalis (Rohner-Cotti, 1992). 1993
untersuchten Kao et al. 295 Pferde aus den unterschiedlichsten Gegenden der USA auf eine
BDV Infektion. Sie verwendeten das gereinigte 38 kD Virusprotein aus BDV-infizierten
Ratten und fuhrten Immunfluoreszenzessays und Western-blots durch. Bei der Untersuchung
von Serum und Liquor cerebrospinalis waren lediglich 2,7% der Proben in beiden Essays
positiv, und nur 6,1% im Western-bl ot.

Nachdem die BD bisher as endemische Infektionskrankheit lediglich fir den ost- und stid-
deutschen und schweizerischen Raum beschrieben war, zeigten diese neueren
Untersuchungen an unterschiedlichen Spezies eine wesentlich weitere Verbreitung des BDV
auf. Neben den in den USA (s.0.) durchgefiihrten Untersuchungen kamen Studien in Japan
(Nakamura et a., 1995), Afrika, Indien und Isragl zu gleichen Ergebnissen (Stitz und Raott,
unveroffentlicht, zit. nach Planz et al., 1993). Bel diesen aul3erhalb der Endemiegebiete
gefundenen Féllen traten allerdings keine oder nur wesentlich geringere Symptome der BD
auf. Aufgrund dieser Daten wurde vermutet, dass die BD bei langer Inkubationszeit auf
subklinischem Niveau weltweit verbreitet sein konnte, und nur ein Teil der Virustréger
erkrankten (Kao, 1993). Es zeigte sich, dass das BDV offensichtlich wesentlich weiter

verbreitet war, als bisher angenommen wurde.

2.3 Natirliche Infektion

Eine Infektion auf nattrlichem Wege findet am ehesten auf nasalem Wege bei direktem
Kontakt der Tiere sowie durch kontaminiertes Futter, Wasser und Umweltbedingungen
(Dreck, Staub) statt. Nach Aufnahme Uber die Nasenschleimhaut gelangt das Virus
vermutlich auf intraaxonalem Wege vom Riechepithel ins Gehirn. Im ZNS erfolgt die
Verbreitung weiter intraaxona und transsynaptisch (Morales et al., 1988, Carbone et 4.,
1987). Weitere Hirnnerven wie der Trigeminusnerv kdnnen ebenfalls mit dem Virustransport
zusammenhangen (Morales et a., 1988). Das neurotrope Virus beféllt bevorzugt den Bulbus
olfactorius, den Nucleus caudatus, den Hippocampus und den Neokortex (Lebelt und
Hagenau, 1996, Bilzer et a., 1993). Bel Pferden wird das Virus Uber den Nasenschleiem und
den Speichel ausgeschieden (Gosztonyi et al., 1993, Ludwig et a., 1985). Bei Kaninchen

konnte eine Virusausscheidung tber Harn und Milch nachgewiesen werden. Bel Ratten stellte
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sich heraus, dass sich gesunde Mtter an ihren experimentell infizierten Jungen infizieren
kénnen (Morales et a., 1988). Moglicherweise sind auch Mikrol&sionen der oralen und

nasopharyngealen Schleimh&ute fur die Virusinvasion verantwortlich (Bilzer et al., 1995).

2.3.1 KlinischesBild

Die Symptomatologie der BD ist vielfdltig und komplex und leider nicht pathognomonisch,
so dass eine Diagnose prima vista kaum moglich ist. Sehr haufig jedoch zeigen die erkrankten
Tiere eine Kombination von Stérungen des Bewegungsablaufes, des Verhaltens, des
Bewul3tseins sowie weitere unspezifische Symptome.

Im Hinblick auf die verschiedenen Verlaufen der BD kann man (mindestens) zwei Formen
unterscheiden. Bei der ,typischen* BD - wie sie z.B. bel Pferden beobachtet wird - erkranken
die Tiere schwer und zu einem hohen Prozentsatz an einer Meningopolioencephalomyelitis.
Daneben existiert eine ,atypische” chronische nicht-entzindliche, haufig inapparente
Verlaufsform. Pferde erkranken typischerweise an der klassischen BD mit schwersten
Symptomen, wahrend Mause und Huhner beispielsweise nur selten eindeutige klinische
Symptome erkennen lassen (Grabner et al., 1998, Kao et al., 1984). Trotzdem zeigen auch
diese Tiere schwere Lerndefizite und entwickeln in der Spétphase ebenfalls eine deutliche
Hirnatrophie. Immunkompromitierte, neugeborene Ratten zeigen nach der BDV-Infektion
hingegen ausschliefdich die atypische Verlaufsform ohne aufféllige klinische Symptomatik.

Essind drei Symptomenkomplexe, die oft bei der typischen BD beobachtet werden kénnen:

e motorische Stérungen

e BewuRtseinsstorungen

e Verhatensstérungen

Relativ frih auftretende Symptome sind z.B. Dysphagie, Regurgitieren, Salivation,
Zahneknirschen, heraushangende Zunge, Trismus, Kopfschiefhaltung, Nystagmus,
Strabismus und Fazialisparesen. Die nicht selten auftretenden Koliken, Obstipationen,
Durchfélle und der Ubelriechende Kot weisen auf eine betrachtliche Stérung des vegetativen
Nervensystems hin. Aufféllig bei den motorischen Stérungen sind (in fortgeschrittenem
Stadium) Paralysen und Krampfanfélle mit tonisch-klonischen Krampfen (Grabner et al.,
1998). Die Bewulitseinsstorungen sind gekennzeichnet durch Apathie, Midigkeit, Schlafsucht
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(, Depressionen®), Koma-dhnliche Zusténde und Sensibilitétsstorungen (von Sind zit. nach
Gellert, 1995). Die Verhatensstorungen aulRern sich vor allem durch Ubererregbarkeit,
Schreckhaftigkeit, Zwangsbewegungen (z.B. Kopf an eine Wand pressen) und langsames
Fressen (Grabner et al., 1998). Zu den unspezifischen, nicht-neurologischen Symptomen
gehort ein schubweise auftretendes Fieber von 38° C bis 40,5° C; zusétzlich kann besonders
im Frihstadium ein Schleimhautikterus auftreten.

Neben diesen Parametern ist es zur Diagnosesicherung mdglich, den Liquor auf Borna-
spezifische Antikorper, Druckerhéhung oder Eiwell3erhohung zu untersuchen. Wenn intra
vitam keine Borna-spezifischen Antikorper gefunden werden, kann die Diagnose nur post
mortem durch histopathologische Untersuchungen gestellt werden (Gosztonyi und Ludwig,
1995).

Eine Drainierung sowie Filtration und Reinfusion der Zerebrospinalflissigkeit bewirkte bei
Experimenten mit Pferden eine kurzfristige Besserung der Symptomatik. Trotzdem endet die
Infektion fr das Tier in der Regel letal (80-90%) (Grabner et al., 1998).

2.3.2  Experimentelle Infektion

Die meisten Untersuchungen wurden an der Ratte durchgefihrt, die das am besten
untersuchte Tiermodell der BD darstellt. Am effektivsten werden die Tiere intracerebral (i.c.)
oder transnasal (t.n.) infiziert. Experimentell infizierte Lewis-Ratten zeigen eine dhnliche
Symptomatik wie das Pferd. Das klinische Bild entspricht dem Verlauf der naturlichen
Infektion. Intracerebral infizierte adulte Lewis-Ratten entwickeln ein schweres, biphasisches
Krankheitsbild mit Schreckhaftigkeit, Aggressivitéat, Koordinationsstorungen und Paresen.
Etwa 14 Tage post infectionem sind erste Borna-spezifische Symptome festzustellen. Etwas
spéter sind entzandliche Infiltrate im Gehirn vorhanden. Die Enzephalitis erreicht nach 20-30
Tagen ihren Hohepunkt. Uberlebt die Ratte das akute Stadium, geht die Infektion in ein
chronisches Stadium CUber. Interessanterweise kommt es trotz gleichbleibender
Viruspersistenz zu einem Rickgang der Entzindung. Im Verlaufe der Bornaerkrankung
kommt es dann zu einer chronischen Gehirnatrophie (Bilzer und Stitz, 1997, Narayan et al.,
1983a, Narayan et a., 1983). Die chronische Phase ist gekennzeichnet durch
Verhaltensstorungen wie Apathie und Somnolenz. Die bisher idiopathisch bei einigen BDV-
infizierten Ratten aufgetretene Fettsucht (Obesitas-Syndrom) (Kao et al., 1983) kann man seit

kurzem auf eine (entspechend hohe) Infektionsdosis zurtckfihren (s.0.).
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2.4 Gewebstropismen des Bornavirus
24.1 Zentrales- und Peripheres Nervensystem (ZNS, PNS)

Das bevorzugte Gewebe des Bornavirus ist das Zentralnervensystem des betroffenen
Organismus. Das Virus gelangt unter anderem Uber Neurorezeptoren des Riechepithels
intraaxonal und transsynaptisch in das Gehirn (Carbone et al., 1987, Ludwig et al., 1988).

Die Ausbreitung Uber Nervenzellen bewiesen Krey et al., indem sie den Nervus opticus von
Kaninchen - ohne Blutflul3 und autonome Innervation zu beschédigen - koagulierten und eine
Infektion des ZNS durch Einbringen von Bornavirus in das Auge verhindern konnten (Krey et
al., 1979).

Das Virus befélt bei natirlichen Wirten im Laufe der Infektion unter anderem: Retina,
Astrozyten, Mikrogliazellen, Ependymzellen, Neurone und Oligodendrozyten. Betroffen
dabel sind hauptsichlich der Cortex cerebri und Teile des limbischen Systems
(Hippocampus). Im PNS werden nach 30-40 Tagen Virusantigen in Schwann-Zellen und in
den grofen und kleinen Nerven des autonomen Nervensystems sowie in Muskelspindeln
gefunden (Gosztonyi et al., 1995, Bilzer et a., 1994, Carbone et al., 1991, Stitz et al., 1991).

24.2 Extraneurale Gewebe

Im natlrlich infizierten Wirt kann es im Krankheitsverlauf Uber die neuronale Ausbreitung
hinaus zu einer weiteren Disseminierung des Virus in extraneuronae Gewebe kommen.
Handelt es sich um adulte (d.h. immunkompetente) Ratten, so liegt eine Infektion
extraneuronaler Gewebe lediglich in den proximalen Tubulusepithelien der Niere und in
glatten Muskelzellen des Darms (Spéatstadium) vor. Dieses Verteilungsmuster ist bei
neugeborenen (immuninkompetenten) Ratten ganzlich anders. Hierbel ist Virusantigen in den
verschiedensten Geweben beziehungsweise Organen nachweisbar (Leber, Niere, Glandula
parotis, Retina, Niere, Lunge, Herzmuskel etc., Lebelt und Hagenau, 1996). Eine nahezu
identisches Verteilungsmuster gilt fur experimentell infizierte und mit Cyclosporin-A
immunsupprimierte Ratten (Stitz et al., 1991).

Sierra-Honigmann et al. fanden 1993 im peripheren Blut chronisch infizierter Ratten BDV-

haltige mononukledre Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC). Be infizierten,
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neugeborenen Ratten traten infizierte mononukledre Zellen sowie Knochenmarkzellen (BMC,
bone marrow cells) auf. Bei adulten Ratten im chronischen Stadium und bei neugeborenen
infizierten Ratten fand sich Virusantigen in Korpersekreten (Nasensekret, Stuhl,
Zerebrospinalflissigkeit, (CSF)).

Bel der Analyse menschlicher Sera wurden erstmals 1985 Borna-spezifische Antikérper
entdeckt (Amsterdamm et al., 1985). In Autopsiegut neuropsychiatrischer Patienten wurde
erstmals 1996 in den USA BDV-Antigen und BDV-RNA nachgewiesen (Salvatore et a.,
1997, delaTorreet a., 1996).

2.5 Pathogenese
25.1 Allgemeines

Die Infektion mit dem BDV ruft bei der immunkompetenten Ratte eine immunpathol ogische
Reaktion hervor (Narayan et a., 1983). Diese Reaktion vom DTH-Typ wird von T-Zellen,
Zellen des MPS (Mononucledres Phagozytosesystem) und Zytokinen getriggert. Etwa zwel
Wochen post infectionem kommt es in der Regel zu den ersten Symptomen der BD (s.0.),
wobel es interindividuelle Schwankungen von mehreren Tagen geben kann. Das
histopathologische Korrelat der Symptome, die circa am 30. Tag ihren Hohepunkt erreichen,
ist eine ausgepragte Encephalitis. Es finden sich entziindliche Infiltrate in der Grofhirnrinde
und in Anteilen des Allocortex (besonders Hippocampus). Die Infiltrate im Gehirn bestehen
zum grofRten Teil aus Makrophagen sowie aus CD4" und CD8" Lymphozyten. Perivaskul &r
haufen sich CD4" T-Zellen an, parenchymal sind es tiberwiegend CD8" T-Zellen (Bilzer et
al., 1995, Bilzer et a., 1994, Bilzer et a., 1993, Richt et al., 1992, Richt et al., 1990, Richt,
1988). Uberlebt das Tier diese akute Phase der Erkrankung, wechselt die BD in ein
chronisches Stadium Uber. Die Encephalitis geht trotz Viruspersistenz zurtick, und es kommt
nach ,, Ausbrennen” der Encephalitis zu einer chronischen Grof3hirnatrophie mit ausgepragter
Demenz (s.0.) (Bilzer und Stitz, 1997, Bilzer et ., 1996, Bilzer et a., 1994).

Bel infizierten, neugeborenen Lewisratten kommt es hingegen kaum zu einer Auspragung
von Symptomen. Die Tiere entwickeln fast keine Encephalitis und erleiden dennoch eine
Atrophie des Kortex und der Hippocampusformation. Die Tiere zeigen eine eingeschrankte
Lernfahigkeit sowie deutliche Verhaltensaufélligkeiten (Solbrig et al., 1995, Bautista et al.,
1994, Dittrich et al., 1989).
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2.5.2 | mmunpathologie
2.5.2.1 T-Lymphozyten bel der BD

Die T-Lymphozyten spielen bel der BD eine entscheidende Rolle. Nachdem man infizierte
Tiere mit Cyclophosphamid oder Cyclosporin-A behandelt hatte und herausfand, dass die
Tiere trotz eines zu Kontrolltieren vergleichbaren Virustiters nicht an der BD erkrankten,
wurde die immunpathologische Beteiligung erkennbar (Stitz et al., 1991, Stitz et al., 1989).
Im Gegensatz dazu zeigten weitere Experimente, dass durch den Transfer von Milzzellen
infizierter Ratten auf ebenfals immunsupprimierte Virustréger die BD auszulésen war
(Narayan et al., 1983).

Nach der Immunisierung von Ratten mit dem p38 Bornaprotein konnte aus Lymphknoten
von Ratten eine homogene CD4" Immunzelllinie isoliert werden. Der Transfer dieser T-
Zellen l6ste in syngenen infizierten und immunsupprimierten Ratten die BD aus (Richt et al.,
1990, Richt, 1988). Mit der in vitro Etablierung einer BDV-spezifischen MHC Klasse I1-
restringierten CD4" T-Zellinie gelang es, durch ihren adoptiven Transfer in
immunsupprimierte infizierte Tiere, eine starke Encephalitis mit schwerem Krankheitsverlauf
und teillweise todlichem Ausgang hervorzurufen. Es wurde zunéchst postuliert, die BD sei
eine CD4" T-Zell-vermittelte Erkrankung (Richt et a., 1990, Richt et al., 1989). Die
Uberwiegend in den enzephalitischen Infiltraten vorhandenen CD4" T-Zellen und
Makrophagen ergaben das Bild einer Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzégerten Typ
(DTH, s.0.).

Die moglicherweise aber entscheidende Rolle der CD8" T-Zellen wurde kurze Zeit spater
ndher analysiert. BDV-infizierte Lewis-Ratten wurden mit dem Transforming Growth Factor
(TGF 32) behandelt. Es kam zu einer Verzbgerung der Symptome, die mit der fast
vollstandigen Abwesenheit von CD8" T-Zellen korrelierte (Stitz et al., 1991a). Blockierte
man die CD8" T-Zellen mit einem monoklonalen Antikorper (Ox 8) funktionell, so kam es zu
einer deutlichen Reduktion der entztindlichen Infiltrate im Gehirn und zum Fehlen klinischer
Symptome. Fiihrte man dieses Experiment mit monoklonalen Antikérpern gegen die CD4" T-
Zellen durch (Ox 38), so kam es zu kaum einem vergleichbaren positiven Ergebnis, es sei

denn nach haufiger Gabe hoher Dosen des Antikorpers (Stitz et al., 1992). Untersuchungen zu
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den major histocompatibility complex-Rezeptoren (MHC) der Klassen | und Il zeigten, dass
aus den Gehirnen BDV-infizierter Ratten isolierte MHC | restringierte CD8" T-Zellen in vitro
syngene MHC | exprimierende, BDV-infizierte Zielzellen in Abwesenheit von MHC I
zerstorten. Auch aus der Hippocampusformation gewonnene primére Zellkulturen, die eine
grof3e Zahl MHC | exprimierender Neurone enthielten, wurden lysiert. Eine funktionelle
Blockade der MHC-Komplexe mittels monoklonaler Antikérper zeigte, dass MHC |
Antikorper zu einer deutlichen Reduktion bis hin zur Abwesenheit der zytotoxischen T-Zellen
fuhrten, wahrend MHC |1 Antikdrper kaum eine oder nur schwache Wirkung zeigten (Planz et
al., 1993). Planz et. al. wiesen ebenso CD8" T-Zellen immunhistochemisch direkt neben
neurodegenerativen Veranderungen im Gehirn infizierter BDV-Ratten nach. Neuere
Untersuchungen ergaben, dass ein entscheidendes Angriffsziel der CD8" T-Zellen das
Nucleoprotein p40 des BDV zu sein scheint (Planz et al., 1998).

Durch den adoptiven Transfer einer in vitro etablierten 24kD-Antigen-spezifischen CD4" T-
Zellinie in BDV-infizierte und mit Cyclophosphamid immunsupprimierte Ratten, kam es in
Abhangigkeit vom Transferzeitpunkt zu zwei verschiedenen Krankheitsabléufen: transferierte
man die Zellen 10-18 Tage nach Immunsuppression, so starben die Ratten innerhalb weniger
Tage (bis zum 9. Tag) an einer akuten lymphoproliferativen Erkrankung. Erfolgte der
Transfer jedoch innerhalb der ersten 5 Tage nach Immunsuppression, so kam es erst 14 Tage
spater zur typischen Bornasymptomatologie mit entzindlichen Infiltraten im Gehirn
bestehend aus CD4" und CD8" T-Zellen sowie Makrophagen. Blockierte man bei den
Empfangern jedoch die zytotoxischen T-Zellen mit einem monoklonalen Antikorper (Ox 8),
zeigten sie weder Symptome noch entzindliche Infiltrate (Bilzer et al., 1995, Stitz et al.,
1992). Daraus wurde geschlossen, dass die CD8" T-Zellen wesentlich an den Veranderungen
bei der BD beteiligt sind, die schliefdlich zu chronischer Demenz fuhren (Bilzer et a., 1994,
Bilzer et al., 1993, Planz et a., 1993, Stitz et al., 1992). Neuere Untersuchungen am
Mausmodell zeigen dhnliche Ergebnisse. CD 8 knock-out Mause (sie produzieren kein CD8)
wurden mit dem BDV infiziert und erkrankten nicht (Hallensleben et al., 1996).

Schliefdlich transferierten Sobbe et a. die aus den Infiltraten BDV-infizierter Ratten
stammenden Lymphozyten auf BDV-infizierte, gesunde, immunsupprimierte Tiere. Sie
entwickelten klinische Symptome (Balancestérungen/Ataxien) bis hin zu Gewichtsabnahme
und Paralysen. Immunsupprimierte Kontrolltiere erkrankten hingegen nicht. Dabel bestétigte
sich die bei der experimentellen Bornaenzephalitis gefundene Verteilung der CD4" T-Zellen

in perivaskuldren Bereichen sowie CD8" T-Zellen im Bereich des Neuropils (Sobbe et al.,
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1997). Lymphozyten, die nach dem 35. Tag post infectionem (p.i.) transferiert wurden,
entwickelten nur in seltenen Fallen zytotoxische Aktivitét, entsprechend wurde keine Perforin
MRNA bei diesen Zellisolaten gefunden (Sobbe et al., 1997).

2.5.2.2. Immuneffektormolekiile (Zytokine)

Unter diesem Begriff werden hier zellulére Botenstoffe subsumiert, die z.B. von Granulozyten
und Lymphozyten gebildet werden und im Verdacht stehen zu einer Neuronenschéadigung
beizutragen. Untersuchungen haben gezeigt, dass die klassische Borna-Symptomatik und die
Auspragung der Hirninfiltrate positiv. mit dem verstdrkten Auftreten von mRNAsS der
proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1la (IL-1a), Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-4
(IL-4), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
Interferon-y (IFN-y) korrelieren. Zusétzlich fand man mRNA des fir die Zytotoxizitéat
wichtigen Perforins zwischen den Tagen 13 - 25 p.i. der BDV-Infektion (Sobbe et al., 1997).

Waéhrend der chronischen Phase der BD sind die mRNAs von IL-2 und INF-y weiterhin
erhoht. Die mRNA Spiegel von IL-1a, IL-6 und TNF-a sind zu diesem Zeitpunkt wieder
stark reduziert. Somit konnten CD8" T-Zellen in der chronischen Phase der BD durch IFN-y
Produktion fur den Rickgang der Infiltrate und somit fir eine Verbesserung der klinischen
Symptome verantwortlich sein (Shankar et al., 1992). Neuere Untersuchungen zeigen, dass
INF-y asantiviraler Faktor gesehen werden kann (Christ et al., 1998).

In der akuten Phase der Erkrankung, parallel zu Symptomen und entziindlichen Reaktionen,
sind die Werte der mRNA der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNO-Synthase), die
vor alen Dingen in Makrophagen vorkommt, sowie des Stickstoffmonoxids selbst, erhéht
(Dietzschold et al., 1995, Hooper et a., 1995, Koprowski et al., 1993, Zheng et a., 1993).
Ebenso ist die Expression der Komplementsystemeinheit C 1q stark gesteigert und die des
Tissue-Factors (TF) erhoht (Gonzales-Dunia et al., 1996, Dietzschold et al., 1995q). Zu
Beginn der Erkrankung und in der akuten Phase ist die Aktivitdt der Superoxiddismutase
(SOD) erhoht (Schwerdtfeger, 1996).

Erhoht sind die Spiegel der mMRNAs des Makrophagen I nflammatorischen Proteins  1-3 (MIP
1-13) und von MOB-1 (Morimoto et al., 1996). (siehe Tabelle 2).
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akute BDV-Phase chronische BDV-Phase
MRNA-Level erhoht IL-1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 [IL-2, IFN-y
TNF-a, IFN-y, Perforin
INOS, NO

Clq, TF, MIB 1-8, MOB-1

MRNA-Level erniedrigt IL-1ou

Tab. 2: mRNA-Level von Botenstoffen/ |mmuneffektormolekiile im Verlauf der BD

2.6 Neuropathologie

Histopathologisch  imponiert die floride BD durch ene nicht eitrige
M eningopolioenzephalomyelitis mit perivaskuléaren und parenchymattsen, mononukleédren
Infiltraten. Das Neuropil zeigt spongiforme und vakuolére Veranderungen. Der Uberwiegende
Teil der Parenchym-Infiltrate besteht aus CD4" T-Zellen und Makrophagen, aber auch aus
CD8" T-Zellen und B-Zellen. Perivaskulér findet man eine Haufung CD4" T-Zellen, wobei
intraparenchymal die CD 8" Zellen iiberwiegen (Bilzer et al., 1995, Stitz et a., 1995, Bilzer
und Stitz, 1993). Die meisten der perivaskularen entziindlichen Infiltrate befinden sich in der
grauen Substanz. Wenige perivaskulére Entzindungsherde findet man auch in der weif3en
Substanz (Gosztonyi und Ludwig, 1995).

Neben Gliazellproliferationen in der Umgebung von Neuronen und astrozytaren Odemen
werden Nervenzelldegenerationen beobachtet, die bel persistierender Verlaufsform der
Erkrankung in einen ausgeprégten Hydrozephalus munden. Allerdings existieren auch
morphologisch intakt erscheinende Neurone, die vallig von Entziindungszellen umgeben sind
(Gosztonyi und Ludwig 1995).

Bel natUrlich infizierten Wirten, wie z.B. Pferden, werden in Einzelfédlen Hirnddeme,
Parenchymblutungen oder Nekrosen gesehen (Ludwig et a., 1985). Intranukledre
EinschlufZkdrperchen vom Typ Cowdry (Joest-Degenschen Einschlufkdrperchen) sind haufig
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nachweisbar. Virusantigen ist im Nukleus und im Zytoplasma bis in die Nervenzellfortsitze
zu sehen, wobei die Art der Verteilung der Virusproteine im Zellkern variabel erscheint
(vorliegende  Untersuchungen). Neben Neuronen konne auch Astrozyten und
Oligodendrozyten Virus-spezifischen Antigen enthalten (Gosztonyi und Ludwig, 1995). Im
fortgeschrittenen Stadium experimentell infizierter Ratten fallen schon makroskopisch die
deutliche Hirnatrophie und dadurch ein Hydrozephalus internus e vacuo auf (vorliegende
Untersuchungen, Bilzer et a., 1993, Planz et al., 1993, Narayan et a., 1983, Narayan et al.,
1983a).

Histologisch &hnelt die Erkrankung der experimentell infizierten Lewis-Ratte als
disseminierte, nicht-eitrige Meningopolioenzephalomyelitis der BD bel natirlich infizierten
Pferden (hier betragt die Mortalitét 80-100%). Dennoch gibt es graduelle Unterschiede. So
bleibt beim Pferd histopathologisch die Lamina molecularis des Isokortex fast ganzlich von
Infiltraten und Borna-Antigen frel (personliche Mitteilung, Bilzer).

Ab dem 8.-10. Tag nach experimenteller Infektion kann bereits eine mononukledre
Infiltration der Leptomeningen, perivaskulérer Bereiche des frontoparietalen Kortex und der
Hippocampusformation festgestellt werden. Ab dem Tag 10 p.i. kénnen im Hippocampus die
ersten Veranderungen gefunden werden. Neben vakuoldren Verénderungen treten bei einigen
Nervenzellen Kondensationen von Zellkern und Zytoplasma beginnend in der CA3 Region
auf. Im Neuropil sind schwammige, vakuol&re Veranderungen nach etwa 10 Tagen im Ansatz
zu erkennen (Status spongiosus) (vorliegende Untersuchungen, Schwerdtfeger, 1996).

Die ersten deutlichen histopathologischen Zeichen der experimentellen Infektion wurden
bisher nach etwa 15 Tagen in Form mononuklegrer Infiltrate der Leptomeninx, perivaskul drer
Bezirke im Kortex, der Amygdala sowie der Hippocampusformation festgestellt. Zwischen
dem 10. und 15. Tag konnen auch die ersten morphologisch pathologisch verénderten
Neurone beobachtet werden. Nach circa 25-30 Tagen erreicht die Encephalitis ihren
Hohepunkt (full-blown) mit Schwerpunkten in Stirnhirn und Hippocampus. Die Infiltrate
enthalten hauptsiachlich CD4" T-Lymphozyten (38%), CD8" T-Lymphozyten (25%), ED1-
positive Makrophagen (38%) und MHC |- und MHC Il-positive Zellen (jeweils 40%) (Stitz et
al., 1991a). B-Lymphozyten sind anfanglich nur wenige vorhanden, erreichen jedoch etwa am
Tag 38 p.i. ihr Maximum (20%). Im Verlauf der Entzindung gehen die perivaskularen
Infiltrate zurtick.

Nach Tag 60 p.i. sind nur noch schmale perivaskulére Zellinfiltrate zu erkennen. Im

Hippocampus ist die Reaktion unverandert stark. Die auch nach dem Rickgang der
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Entziindungsreaktion - bei erhaltener Viruspersistenz - stattfindende Neurodegeneration, die
zu der schon beschriebenen Hirnatrophie fuhrt, konnte bisher nicht genauer klassifiziert
werden. Apoptotische Ablaufe sind denkbar.

Zumindest kann in der frihen Phase der BD bis zum Tag 15 p.i. eine Zunahme der Apoptosen
im Neokortex nachgewiesen werden (eigene unverdéffentlichte Untersuchungen, Bilzer et al.,
1998).
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3 Ubertrager stoffe im Zentralnervensystem

Neurotransmitter sind Substanzen der chemischen SignalUbertragung. Ein als Transmitter
bezeichnetes Molekil mufd Uber bestimmte Eigenschaften und Funktionen verfigen, die ihn
von anderen Substanzen des Intermedidrstoffwechsels unterscheiden. Diese besonderen
Funktionen sind entscheidend fir die Typisierung als Neurotransmitter, da es einige Stoffe
gibt, die zusédtzlich auch ,normale® Stoffwechselfunktionen Ubernehmen. Bei diesen

Substanzen handelt es sich beispielsweise um die Aminosduren Aspartat, Glutamat und
Glycin sowie die y - Aminobuttersdure (GABA). Zu den entscheidenden Kriterien, die eine

Substanz als Transmitter klassifizieren, zahlen folgende:

1. Das préasynaptische Neuron synthetisiert den Transmitter, d.h., die Enzymausstattung ist
vorhanden.

2. Dartber hinaus ist die entsprechende Substanz in den prasynaptischen Boutons
(Axonterminalen) nachweisbar.

3. Die Axonterminale setzen die Substanz unter pharmakologisch definierten Bedingungen
frel.

4. Eine direkte Applikation der Substanz 16st am postsynaptischen Neuron eine identische
Reizantwort aus, die auch durch eine elektrische Stimulation am prasynaptischen
Neuron hervorgerufen wird.

5. Es mul? gewéhrleistet sein, dass die Wirkung des Transmitters durch andere chemische

Substrate in einer dosisabhangigen Weise blockierbar ist.

Zusétzlich missen Enzyme und/oder Transportmechanismen existieren, die den Transmitter
im synaptischen Spalt inaktivieren oder ihn entfernen. (Dieser Vorgang ist entscheidend fir
eine zeitlich limitierte Wirkung, wie sie fur die schnelle Erregungsiibertragung wichtig ist.)
Schliefdlich missen Rezeptoren auf beiden Seiten des synaptischen Spaltes, vor allem aber
postsynaptisch, vorhanden sein. Fir die Klassifikation eines Molekills als Transmitter sind
moglichst viele dieser Kriterien zu erfullen (Zilles und Rehkamper, 1993).

Die Transmitter lassen sich weiterhin in zwei Gruppen gliedern, von denen die einen - die
klassischen Transmitter - eher flr eine schnelle, kurz andauernde Erregungsiibertragung

zustandig sind, wéhrend die anderen - die sogenannten (Neuro)Peptide - eine langsamer
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eintretende und oftmals langer anhaltende Erregungsiibertragung bewirken. Thre Wirkung
wird héufig als modulierend bezeichnet.

Grundsitzlich lassen sich durch den Nachweis solcher Ubertragerstoffe zum einen
verschiedene neuronale Systeme erkennen, zum anderen unterschiedliche Hirnregionen zu
funktionellen Einheiten zusammenfassen. Hierbel ergibt sich die Problematik, dass die
Zytoarchitektonik keinesfalls immer mit der Chemoarchitektonik Ubereinstimmt. Oft
Uberschreiten Neurone mit ihren Axonen (und den entsprechenden Neurotransmittern)
zytoarchitektonische Grenzen und projizieren in andere Regionen. Die Betrachtungsweise der
Transmitterspezifitét neuronaler - und somit funktioneller - Systeme hat bel vielen
neurologischen Erkrankungen (M. Alzheimer, M. Parkinson) zu einem besseren Verstandnis
der Pathogenese dieser Erkrankungen gefihrt. Aus diesem Grund setzt sich die
transmitterspezifische Darstellung neuronaler Netze bzw. Systeme durch (Leonhardt et al.,
1987).

Zu den wichtigsten klassischen Transmittern gehdren:

KLASSE ‘ NEUROTRANSMITTER ‘SYNTHESEENZYM ‘

Essigsaureester | Acetylcholin Cholinacetyltransferase (ChAT)

Monoamine Katecholamine: Dopamin, DOPA -decarboxylase,
Noradrenalin, Adrenalin Dopaminbetahydroxylase (DBH),

Aromatische Aminosaure
Decarboxylase (AADC),
Phenyl ethanolamin-N-MethyI-
Transferase (PNMT)

Indolamine: Serotonin, Histamin Tryptophan-5-hydroxylase

Aminosauren Aspartat, GABA (y- Amino- Glutamatdecarboxylase (GAD)

buttersdure), Glutamat, Glycin

Neuropeptide V asoaktives intestinal es Polypeptid
(VIP), uv.am.

Tab. 3: Wichtige Neurotransmitter des ZNS

Die meisten Neurotransmitter des ZNS werden in den Axonterminalen (auch présynaptische

Boutons) synthetisiert und bis zu ihrem ,Abruf“ gespeichert. Die Speicherung erfolgt in
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kleinen Blaschen, den sogenannten Vesikeln, die sich nahe an der prasynaptischen Membran
befinden. Im Fale des Acetylcholins werden die Transmittermolekile durch den
sogenannten Vesikularen Acetylcholin-Transporter (VACHT) in die Veskel ,verpackt®.

Lichtmikroskopisch imponieren die Boutons a's feine Plinktchen.

31 Projektionsneurone und Interneurone

Projektionsneurone und Interneurone sind strukturell und funktionell unterschiedliche
Nervenzellen und Systemeinheiten.

Die Besonderheit der Projektionsneurone besteht in ihrer Fahigkeit weit entfernte Regionen
und Systeme oft ohne Umschaltung zu erreichen. Die motorischen Nervenzellen des
Neokortex (z.B. Tractus pyramidalis), aber auch die aufsteigenden Ursprungszellen der
verschiedenen Transmittersysteme (z.B. Mediales VVorderhirnbiindel, Tractus nigrostriatalis)
sind solche Beispiele (s.u.). Bel den Projektionsneuronen wird eine Informationsabstimmung
durch eine Vielzahl synaptischer Kontakte erreicht. Die Pyramidenzellen des Kortex
beispielsweise verfligen Uber bis zu 10.000 Synapsen pro Zelle. Die direkt am Soma
gelegenen Synapsen haben meistens inhibitorische Funktionen und ermdglichen so eine
Feinabstimmung der Erregungsiibertragung (Leonhardt et al., 1987).

Die Besonderheit der Interneurone besteht in ihrer lokalen Verschaltung. Im Gegensatz zu
Projektionsneuronen verfiigen sie in der Regel nur Uber kurze Axone, die ihnen
Kurzstreckenlibertragungen ermoglichen. Man spricht deshalb auch von local circuit
neurons. Sie sind durch ihre Verschaltungen beféhigt, die Nervenzellaktivitdten fein zu
regulieren. Im Falle der GABAergen Interneurone geschieht das beispielsweise durch
feedback- oder feedforward- Inhibition. Die Hauptpopulation der Interneurone enthdlt GABA
als wichtigsten inhibitorischen Transmitter. Neben y-Aminobuttersdure enthalten sie auch
VIP, Kalzium-bindende Proteine (KbP) oder Glycin als Transmitter und tiben hauptsachlich
inhibierende Funktionen aus (Zilles und Rehkamper, 1993). Neuere Untersuchungen zeigen,
dass VIP héufig mit GABA und zum Teil mit der Cholinacetyltransferase (ChAT) in
neokortikalen Interneuronen kolokalisiert sind (Bayraktar et al., 1997, Fahrenkrug, 1993).
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3.2 Monoamine

Zu der Gruppe der biogenen Amine gehtren die Katecholamine - Dopamin, Noradrenalin
und Adrenalin - und die Indolamine (Serotonin oder 5-Hydroxytryptamin, Histamin). Die
Katecholamine stammen von der Aminosaure L-Tyrosin ab, die enzymatisch von der
Tyrosinhydroxylase (TH) in das L-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) ungewandelt wird (Abb.
3.1). Das DOPA wird durch ein zweites Enzym - die Aromatische Aminosduren
Decarboxylase, AADC - in Dopamin umgesetzt. Das Dopamin kann schliefdich in
Noradrenalin und weiter in Adrenalin verwandelt werden. Die dafir nétige Enzyme sind die
Dopaminbetahydroxylase, DBH und die Phenylethanolamin-N-Methyltransferase, PNMT
(Nieuwenhuys, 1985).

HO ~<—_}CHZ-CH-NH2 Tyrosin

COOH
U

Tyrosinhydr oxylase
(TH)

HO.

HO CH,-CH-NH; DOPA

COOH
U

Aromatische Aminosaure

Decarboxylase
(AADC)

HO
HO ﬂCHz-CHz-NHZ Dopamin
U

Dopamin B-Hydroxylase
(DBH)
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HO CH-CH»-NH, Noradrenalin

OH

U
Phenylethanolamin
N-Methyltransferase
(PNMT)

HO >NH-CH; Adrenalin

OH

Abb. 2: Synthese der Katecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin.

Der Nachweis der Enzyme Tyrosinhydroxylase (TH) und Dopaminbetahydroxylase (DBH)
erlaubt die Differenzierung des dopaminergen und noradrenergen Systems (Nieuwenhuys,
1985). Beide Enzyme greifen in dieselbe Synthesekette ein (siehe Abb. 3.1) und sind
geeignet, grofe Projektionsbhahnen aus dem Hirnstamm (Substantia nigra, Area tegmentalis
ventralis, Locus coeruleus etc.) zum Kortex und Thalamusarealen zu tberpriifen. Das betrifft
hauptsachlich die aufsteigenden Bahnen der mesostriatalen, mesolimbischen und
mesokortikalen Projektionen, die Uber das mediale Vorderhirnblindel und den Tractus
nigrostriatalis ihre Ziele erreichen. Dopaminerge Nervenzellen sind im Mesencephalon,
Diencephalon und Telencephalon lokalisiert. Im Mesencephalon werden drel unscharf
begrenzte Zellgruppen als Formationen A8, A9 und A10 bezeichnet (Nieuwenhuys, 1985).
Die Gruppe A8 entspricht der Area tegmentalis lateralis, die Zellen von A9 der Pars
compacta der Substantia nigra, und die groften Anteile der Gruppe A10 entsprechen der Area
tegmentalis ventralis (siehe Abb. 3.3). Im Zwischenhirn sind vier Zellgruppen lokalisiert: die
Gruppen A1l - Al4. Sie sind im kaudalen Hypothalamus (A11), im Bereich des Nucleus
infundibularis (A12), in der Zona incerta (A13) und in der periventrikuléaren Zone des
rostralen Hypothalamus gelegen (A14). Im Telencephalon sind dopaminerge Zellen im
Bulbus olfactorius lokalisiert und bilden die A15 Zellgruppe (Nieuwenhuys, 1985).

34



Ubertragerstoffeim ZNS 3

Die dopaminergen Projektionsbahnen verteilen sich hauptsachlich auf drei stark ausgepréagte
Achsen: die mesostriatalen, die mesotelencephalen und die mesokortikalen Projektionen. Die
Bahnen des mesotelencephalen Systems stammen aus der Substantia nigra und erreichen das
dorsale Septum, den Nucleus accumbens, das Neostriatum, das Tuberculum olfactorium und
die Amygdala. Die mesostriatalen Faserbahnen entstammen den Zellgruppen A8, A9, A10
und projizieren zum Nucleus caudatus, dem Putamen und zum Nucleus accumbens. Die
mesokortikalen Bahnen entstammen der Pars medialis der Substantia nigra (A9) und
erreichen zusammen mit den mesolimbischen Faseranteilen den Bulbus olfactorius, die
Nuclei septi laterales und die Nuclel basales des Amygdalakomplexes. Dopamin (bt eine
Zunahme der Erregbarkeit Uber D1-Rezeptoren und eine Abnahme der Erregbarkeit Gber D2-
Rezeptoren aus.

Das noradrenerge System kann durch den Nachweis der Dopaminbetahydroxylase (DBH)
(Nieuwenhuys, 1985) (siehe Abb.3.2) dargestellt werden. Neurone, in denen Noradrenalin
synthetisiert wird, finden sich ausschliefdlich in verschiedenen Abschnitten des Hirnstamms.
Die Perikaryagruppen werden mit Al - A7 bezeichnet. Die Zellgruppen Al (ventrolaterale
Formatio reticularis) und A2 (Nucleus solitarius) sind in der kaudalen Medulla oblongata
lokalisiert, die A3 Gruppe dorsal der unteren Olive (nur bei der Ratte gefunden, siehe Abb.
3.3), die A4 Gruppe subependymal entlang des Pedunculus cerebellaris superior und geht in
den kaudalen Anteil der Gruppe A 6 Uber, die direkt im Locus coeruleus liegt. Die A5
Neurone befinden sich im kaudolateralen Tegmentum der Briicke (Olivia superior), und die
Zellen der A7 Gruppe (Nucleus subcoeruleus) sind in der Formatio reticularis lateralis
lokalisiert (Nieuwenhuys, 1985).

Zielgebiete der Faserbahnen aus den Gruppen Al - A7 sind Uber den Tractus tegmentalis
centralis und den Fasciculus telencephalicus medialis das gesamte ZNS. Unter anderem
werden, vor allem vom Locus coeruleus aus, das Corpus striatum, der prafrontale, zingulére
und der entorhinale Kortex sowie die Amygdala, das Septum und der Hippocampus erreicht
(Zilles und Rehkd@mper, 1993, Nieuwenhuys, 1985). Noradrenain bewirkt Uber drei
Rezeptoren eine Zunahme der Erregbarkeit (o1, B1 und $2) und Uber den a.2-Rezeptor eine
Abnahme der Erregung.
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1 Bulbus olfactorius (A15) 7 Nucl. interstitialis striae terminalis
2 Zdlgruppe A 14 8 Nucl.septi lateralis
| 3 Nucl. infundibularis 9 Caput nuclei caudati
4 Zellgruppe A 13 10 Putamen
5 Substantianigrap.c., 11 Nucl.accumbens
(Areae tegmentalis ventralis 12 Corpus callosum
und lateralis) 13 Cortex frontalis
6 Nucl. raphes dorsalis 14 Pons

a Fasciculus telencephalicus medialis b Tractus nigrostriatalis ¢ Mesokortikale Bahnen

Abb. 3: Schematische Darstellung Dopaminerger Nervenzellen und —bahnen (—) im ZNS
des Menschen (nach: Nieuwenhuys, Chemoarchitecture of the brain, 1985,
modifiziert).

321 Monoamine im Zentralnervensystem der Ratte

Untersuchungen mit  Antikorpern gegen  Tyrosinhydroxylase (TH) und die
Dopaminbetahydroxylase (DBH) ergeben im ZNS der Ratte insgesamt ein dichtes
Innervationsmuster positiver Nervenzellen und Nervenfasern (s.u.), die dem Muster des
humanen ZNS sehr dhnlich sind. Im Bereich des Neokortex sind Monoamine im entorhinalen
Kortex, praepiriformen Kortex, vorderen zinguléren Kortex und praefrontalen Kortex in
hoher Dichte vorhanden (Hokfelt et al., 1977). Eine noch hohere Innervationsdichte der
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Monoamine zeigen im Vergleich dazu der Nucleus caudatus, der Nucleus accumbens und das
Tuberculum olfactorium. Ihre Innervationsdichte ist sehr ausgepragt. Im Bereich des Septums
sind ebenfalls monoaminerge Axone lokalisiert, wenn auch die Dichte ihrer Korbzell-
ahnlichen Innervationen dort geringer ausfallt alsim Neokortex (Hokfelt et a.,1977).

In der Hippocampusformation sind TH und DBH ebenfalls nachweisbar. Durch die Septum-
Region ziehen zwel  Faserbahnen um den Hippocampus und den Neokortex zu erreichen. Der
eine Anteil zieht im diagonalen Band durch den medialen Septumkern, der andere durch den
lateralen Septumkern (Swanson und Hartman, 1975). Fasern und varikdse Fortsdtze lassen
sich im Gyrus dentatus und in den Regionen CA3 und CA1 nachweisen. Im Neokortex sind
TH und DBH positive Fasern in hoher Dichte vorhanden, wobei bei der TH das dichte
Fasernetz, bei der DBH die Speicherung in Boutons besonders hervortritt (Hokfelt et al.,
1977, Swanson und Hartman, 1975). Es zeigt sich, dass beim Nachweis der TH - und
tellweise der DBH - die markierten Fasern Kontakte zu Gefél2en und Astrozyten herstellen
(Milner et a., 1989, Swanson und Hartman, 1975) (s. auch 3.2).

1 Bulbus olfactorius (A15) 8 Nucl.septi lateralis
2 Zéelgruppe Al4 9 Caput nuclei caudati
3 Nucl. infundibularis 10 Putamen
4 Zellgruppe A13 11 Nucl.accumbens
5 Substantianigrap.c., 12 Corpus callosum
(Areae tegmentalis ventralis 13 Pons
und lateralis) 14 Cerebellum
6 Nucl. raphes dorsalis 15 Zellgruppe A1-A5

7 Nucl. interstitialis striae terminalis 16 Hippocampus

Abb. 4: Schematische Darstellung Dopaminerger Nervenzellen im ZNS der Ratte.
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3.3 Acetylchalin (ACh)

Das Acetylcholin ist als Essigsdureester eines stickstoffhaltigen Alkohols der einzige
Vertreter seiner Stoffgruppe unter den Transmittern. Es wird in Neuronen mittels der
Cholinacetyltransferase (ChAT) durch Ubertragung der Acetylgruppe des Acetyl Coenzym
A-Komplexes auf Cholin synthetisiert. Ein weiteres Enzym - der Vesikulére Acetylcholin-
Transporter (VAChT) - ,,packt” den Transmitter in prasynaptische Vesikel. Das Molekil wird
in einer hydrolytischen Reaktion durch die Acetylcholinesterase (AChE) gespalten. (Das
freigesetzte Cholin wird fur die Synthese von Acetylcholin wiederverwendet). Es hat sich
bisher gezeigt, dass der Nachweis cholinerger Neurone im histologischen Prgparat am
geeignetsten Uber die Cholinacetyltransferase (ChAT) erfolgt.

Acetylcholin ist an unterschiedlichen Funktionen wie der Motorik, der vegetativen
Regulation, des Lernens sowie des Gedachtnisses beteiligt (Zilles und Rehkamper, 1993).
Alle a- und y- Motoneurone des Rickenmarks (Vorderhorn), alle préganglionaren
sympathischen, parasympathischen und postgangliondren parasympathischen Neurone
benutzen Acetylcholin als Transmitter. Ein Teil der Neurone der Nuclel periolivares, die Area
tegmentalis dorsolateralis im Rhombencephalon und Teile des basalen V orderhirns sowie des
Neokortex beinhalten ebenfalls Acetylcholin als Transmitter (s.u.). Dabel werden
Projektionsneurone mit ihren cholinergen Faserbahnen und I nter neur one unterschieden.

Die Projektionsneurone des basalen Vorderhirns werden in vier cholinerge Kerngebiete Chl
bis Ch4 eingeteilt (Mesulam et al., 1984). Die als Kerngebiet Chl bezeichnete Zellgruppe des
basalen Vorderhirns liegt im Nucleus septi medialis, und etwa 10% der Neurone enthalten
Acetylcholin als Transmitter. Die Zellgruppe, die das Kerngebiet Ch2 umfalit, entspricht dem
vertikalen Anteil im Diagonalen Band von Broca (DBB, Tractus diagonalis) und enthalt
mindestens 70% cholinerge Neurone. Die Zellgruppe Ch3 liegt im horizontalen Anteil im
DBB und enthélt nur etwa 10% cholinerge Neurone.

Die Ch4 Zdlgruppe ist beim Menschen am stérksten ausgepragt und bildet as
eigenstandiges Gebiet den Nucleus basalis Meynert (NBM). Dieser Kern besteht aus
kleineren und groRReren Nervenzellgruppen und liegt ventral des Globus pallidus in der
Substantia innominata. Die Ch4 Region besteht beim Menschen pro Hemisphére aus ca.
200.000 Neuronen, die zu mindestens 90% cholinerg sind (Nieuwenhuys, 1991) (weitere
Unterteilung der Ch4 Region bei Mesulam et al., 1984).

38



Ubertragerstoffeim ZNS 3

Diese cholinergen Kerngebiete des basalen Vorderhirnkomplexes sind durch vielféltige
Faserbahnen mit weiteren Hirnarealen vernetzt. Die Regionen Chl-3 projizieren Uber die
Stria medullaris und Uber den Tractus habenulointerpeduncularis in die Area tegmentalis
ventralis und den Nucleus interpeduncul aris. Uber die Stria medullaris wird auch der Nucleus
habenulae medialis erreicht (Nieuwenhuys, 1991). Die Gebiete Chl und 2 entsenden Uber
den Fornix starke Projektionen zur Fascia dentata und zum Hippocampus. Die Area
hypothalamica lateralis erhélt Fasern aus der Ch2 Gruppe, die &uf¥eren Schichten des Bulbus
olfactorius aus der Ch3 Gruppe. Die Neurone der Ch4 Gruppe entsenden Fasern in den
gesamten Neokortex. Starke Faserbahnen ziehen zur Amygdala, zum zingul&ren Kortex, zum
prafrontalen Kortex, zum frontoparietalen Kortex, zum Gyrus temporalis superior und dem
Temporalpol. Die cholinerge Innervationsdichte des Neokortex ist dabel sehr unterschiedlich.
Eine relativ hohe cholinerge Dichte wird im orbitofrontalen Kortex, im Gyrus cinguli, in der
Insel, in der parahippocampalen Region und im Temporalpol gefunden.

Die unterschiedlichen Afferenzen der Ch4 Region entstammen entweder kortikalen
Regionen - wie dem prapiriformen und orbitofrontalen Kortex, der vorderen Insel, dem
rostroventralen temporalen und entorhinalen Kortex - oder subkortikalen Regionen - wie den
Nuclei septi, den Kernen des DBB, dem Nucleus accumbens, dem ventralen pallidalen
Komplex, der Amygdala, dem Hypothalamus, dem Nucleus peripeduncularis, der Substantia
nigra (p.c.) oder dem Locus coeruleus (Nieuwenhuys, 1991). Die NervenzellkOrper weiterer
Motoneurone  liegen im Vorderhorn des Rickenmarks, sowie in den motorischen
Hirnnervenkernen. In Teilen der Nuclei parabrachialis medialis und lateralis, des Nucleus
pedunculopontinus tegmenti und des Griseum centrale sind weitere cholinerge Neurone
lokalisiert, die als Area tegmentalis lateralis (Gruppe Ch5 und Ch6) bezeichnet werden. Die
Axone dieser Nervenzellen formen den Tractus tegmentalis dorsalis, der einen wichtigen
Bestandteil des aufsteigenden retikul&ren Aktivierungssystems darstellt.

Weitere Lokalisationen cholinerger Projektionsneurone sind der Nucleus periolivaris und
die Gebiete zwischen dem Nucleus nervi facialis, Nucleus solitarius und Nucleus ambiguus.
Im Diencephalon kommen cholinerge Neurone im lateralen Hypothalamus und Nucleus
arcuatus vor. Im Telencephalon findet man sie im Globus pallidus, im Nucleus accumbens
septi, im medialen Septum, im Tuberculum olfactorium und im Claustrum (Nieuwenhuys,
1991).

Bei cholinergen Interneuronen handelt es sich um eine Subpopulation kleiner bipolarer

Nervenzellen, die keine Spines aufweisen. Sie enthalten neben dem Transmitter Acetylcholin
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auch weitere Botenstoffe wie z.B. das Neuropeptid Vasoaktives intestinales Polypeptid
(VIP). Cholinerge Interneurone findet man im Neokortex, im Hippocampus, im Bulbus
olfactorius, in der Regio retrobulbaris sowie zahlreich im Corpus striatum (Zilles und
Rehkamper, 1993, Nieuwenhuys, 1991).

34 Neuropeptide

Die Transmitter der Neuropeptidfamilie sind gekennzeichnet durch eine oft langanhaltende
exzitatorische oder inhibitorische Wirkung (Zilles und Rehk&mper, 1993). In den meisten
neuropeptidergen Systemen koénnen kurze Interneurone von langen Projektionsneuronen
unterschieden werden. Einige Peptide - wie das Vasopressin - kommen bevorzugt in
Projektionsneuronen, andere - wie das met-Enkephalin - in Interneuronen vor (Leonhardt et
al., 1987).

Eines der wichtigsten Mitglieder der Neuropeptidfamilie ist das aus 28 Aminosauren
bestehende Vasoaktive Intestinale Polypeptid (VIP). Es ist in mehreren neuronalen Netzen,
vorwiegend in Interneuronen vertreten. Im Kortex sind die VIP-Interneurone gleichmalig
verteilt, im Hippocampus kommt es in bipolaren Neuronen im Stratum oriens und in
multipolaren Neuronen im Stratum moleculare vor, alerdings nur in geringer Anzahl
(Leonhardt et al., 1987). Lokalisationen des VIP sind der Isokortex, der Hippocampus, der
Hypothalamus (bes. Nucleus suprachiasmaticus), der untere Hirnstamm und das Hinterhorn
des Ruckenmarks. Das VIP ist unter anderem an der lokalen Kontrolle der Hirndurchblutung,
des Energiestoffwechsels, der neuronalen Aktivitdt und der Zirkadianrhythmik beteiligt
(Zilles und Rehkamper, 1993, Leonhardt et al., 1987). Im Neokortex der Ratte ist VIP zum
Teil mit GABA und mit Acetylcholin kolokalisiert (Bayraktar et al., 1997, Fahrenkrug,
1993). Zusétzlich findet sich eine Kolokalisation mit den Kalzium-bindenden Proteinen
(KbP) Caretinin und Cabindin D28k sowohl im Kortex als auch im Hippocampus (Rogers,
1992).
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4 K alzium-bindende Proteine (KbP)

41 Cdretinin, Cabindin und Parvalbumin

Cdretinin (CR), Calbindin (CB) und Parvalbumin (PV) gehdren zu einer Gruppe von mehr
as 200 Molekllen, die zu den Kalzium-bindenden Proteinen (KbP) gezéhlt werden. Alle
besitzen eine nahezu identische Kalzium bindende Doméne (sog. EF-Hand) mit hoher
Kaziumaffinitdt (Heizmann, 1993), wobei die Aminosauresequenz von CR und CB zu 60%
identisch sind. Jede dieser Domanen besteht aus einer Schlaufe von 12-14 Aminosduren, die
von zwei Helizes flankiert werden. Diese Struktur wurde erstmals 1973 bei PV identifiziert
(Kretsinger zit. nach Heizmann, 1993). CR und CB gehdren zu einer Gruppe mit sechs EF-
Regionen, das PV besitzt drel.

Aufgrund ihrer Fahigkeit Kaziumionen zu binden, greifen sie in multiple
Stoffwechselvorgange der Zelle ein  (Proteinphosphorylierung, Second Messenger,
Zelldifferenzierung, Organisation des Zytoskeletts und Enzymsysteme) (Winsky et al., 1995,
Heizmann, 1993). Sie sind keine Neurotransmitter. Vermutlich kénnen diese Molekiile
jedoch Aktionspotentiale beeinflussen, die Kalziumaufnahme modulieren oder etwa die Zelle
vor exzessivem Kalziumeinstrom schiitzen (Arai et a., 1994). Gerade diese letzte Eigenschaft
ist fir Nervenzellen von Bedeutung. Sie reagieren besonders empfindlich auf Stérungen der
Kaziumhomoostase. Zelldegeneration ist oft mit ener Kaziumiberfrachtung
vergesellschaftet (Mouatt-Prigent et al., 1994, Heizmann, 1993). Alle drel Molekiile besitzen
neuroprotektive Eigenschaften. In vivo Experimente mit Calretinin lassen vermuten, dass es
seine Kaziumpuffereigenschaft ist, die neuroprotektiv wirkt (Lukas et a., 1994).
Untersuchungen an NMDA (N-methyl-D-Aspartat) rezeptor-gesteuerten lonenkanden
kommen zu dhnlichen Ergebnissen. Eine Aktivierung dieser Kandle, fuhrt zu einem massiven
Kalziumeinstrom und der Entstehung freier Radikale, die zu neuronaler Degeneration fihren
kobnnen (Lipton et a., 1996). Mdglicherweise reagieren CR und CB mit
Membranbestandteilen (Winsky et al., 1995).

Im Neokortex sind CB, CR und VIP teilweise kolokalisiert. Hierbei handelt es sich nahezu
ausschliefflich um Interneurone. In den oberen Schichten kommt CB aber auch auch in
geringem Malde in Pyramidenzellen vor (Rogers, 1992). Sowohl im Bereich des
praefrontalen, piriformen und entorhinalen Kortex sind sie in gleichem Mal3e kolokalisiert

(Rogers, 1992). In der Hippocampusformation sind CB im Gyrus dentatus und in den
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Pyramidenzellen der CA 1 Region nachweisbar. Sowohl CR as auch PV kommen in den
Regionen CA 1- CA 4 vor, wobei zahlreiche synaptische Kontakte von CR-positiven
Neurone auf CB und VIP-positiven Neuronen bestehen, nicht aber zu PV - positiven
Neuronen (Gulyas et a., 1996). Schliefdlich existieren in der granuldren Schicht und in der
CA 1 Region Pyramidenzellen, die CB ohne eine Kolokalisation mit weiteren KbP enthalten
(Rogers, 1992). Im Bereich des Thalamus lassen sich ebenfalls fir jedes der drei KbP eigene
Nervenzellpopulationen sowie Kolokalisationen untereinander und mit anderen Transmittern
nachweisen (Arai et a., 1994).
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1 Nucl. centralismedialis 11 Pons

2 Nucl. paraventricularis 12 Neokortex

3 Nucl. dorsalis medialis 13 Bulbus olfactorius

4 Nucl. ventralis posterolateralis 14 Nucl. caudatus

5 Nucl. reuniens 15 Hippocampus

6 Substantianigra 16 Corpus amygdaloideum

7 Areategmentalisventralis O Kolokalisation mit Calbindin-D 28 k

8 Nucl. anteromedialis thalami O Kolokalisation mit Tyrosinhydroxylase
9 Nucl. habenulae lateralis O Kolokalisation mit VIP

10 Corpus calosum

Abb.5: Lokalisation von Calretinin im ZNS des Menschen
(nach: Nieuwenhuys, Chemoarchitecture of the brain, 1985, modifiziert).
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Kalzium-bindende Proteine

O

O
1

1 Neokortex 8 Nucl. praemamillaris dorsalis et ventralis
2 Nucl. caudatus hypothalami
3 Tuberculum olfactorium 9 Pons
4 Cortex piriformis 10 Bulbus olfactorius
5 Nucl. ventralis et dorsalis thalami 11 Corpus callosum
6 Nucl. laterales thalami 12 Hippocampus

7 Nucl. posterior hypothalami

ADbb. 6: Lokalisation von Calbindinim ZNS des Menschen
(nach: Nieuwenhuys, Chemoarchitecture of the brain, 1985, modifiziert).
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Kalzium-bindende Proteine

O

O
1

1 Neokortex 7 Nucleus posterior thalami
2 Nucleus caudatus 8 Nucleuslateralis thalami
3 Tuberculum olfactorium 9 Pons
4 Cortex piriformis 10 Bulbus olfactorius
5 Nucleus ventralis thalami 11 Corpus callosum
6 Nucleus dorsalis thalami 12 Hippocampus

Abb. 7: Lokalisation von Parvalbumin im ZNS des Menschen
(nach: Nieuwenhuys, Chemoarchitecture of the brain, 1985, modifiziert).
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5 Eigene Untersuchungen

51 Material

511 Virus

Die BD-Virussuspension wurde freundlicherweise von Herrn Professor Lothar Stitz, Institut
far Immunologie, Bundesforschungsanstalt fir Viruskrankheiten der Tiere (BFAV),
Tabingen, zur Verfigung gestellt. Der urspringlich im Institut fr Virologie der Justus-
Liebig-Universitét Gief3en isolierte Virusstamm entstammt dem Gehirn eines spontan an der
BD erkrankten Pferdes. Er wurde zweima durch Kaninchen (intrazerebrale Infektion),
dreimal in Kultur (fetale Kaninchen-Gehirnzellen), dreimal durch neugeborene Lewis-Ratten
passagiert, homogenisiert und auf eine 10%ige Suspension eingestellt. Die Infektionsdosis
betrug 10%ml. (Die sogenannte Infektionsdosis, IDs,, bezeichnet die Virusmenge pro
Inokulationsvolumen, durch die gerade die Hélfte der beimpften Zellen infiziert werden.) Der
Virusnachweis wurde ebenfalls in Tudbingen in Hirnhomogenaten mittels PCR bzw.
Virustitration gefuhrt. Die BDV-infizierten Tiere hatten alle infektioses Virus im Gehirn. In
den nicht BDV-infizierten, gesunden Kontrolltieren konnte mittels PCR kein BDV-Nachweis

gefuhrt werden (Daten nicht gezeigt).

5.1.2 Chemikalien

ABC - Komplex, Losungen A und B, Vectastain®, Vector
Laboratories
Albumine, Bovine, S GMA, A-3294, Lot 75H0107
Aquabidest, Milli Q-Plus Ultra pure water system
DAB, 3,3 - Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid Dihydrat, SGMA
Durcupan ACM, Komponenten A-D, 44611-44614, Fluka
Ethanol, absolut, Riedel de Haén, 32205
Gelatine gepulvert, Merck, 4078
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Glutaraldehyd,

Glyceral,
Kaliumchrom(l11)sulfat,
Kaninchenserum, normal,
Natriumazid (NaNg, reinst),
Natriumchlorid,
Nickelammoniumsulfat,
Osmium (OsO, 2%),
Paraformaldehyd, reingt,
Pentobarbital,
Pferdenormal serum,

Phosphatpuffer,

Pikrinsaure, reingt,
Propylenoxid,
Schweine-Normal serum,

Trispuffer (TB),

Trispuffer Saline (TBS),
Triton® X-100,
Uranylacetat,
Wasserstoffperoxid,

Xylol, reinst,

25% solution in water, 23115, Serva
S GMA, 65516
(Chromalaun), KCr(SO,),-12H,0; Merck, 1036
DAKO GmbH., X 902 10
Merck, 6688
rieselfahig, reinst; Riedel-de Haén
SGMA
Boehringer Mannheim
Merck, DAC 1986, BPC 1973, 4005
SIGMA, p 1636
Vector Laboratories, S-2000
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, reinst,
(NaH2PO4-2H,0); 6345.
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat z.A..
(NaHPO4-2H,0); Merck, 1.06580.
Merck, 1.00621
Merck, 1.12492

Vector Laboratories, S-4000

TRIZMA® Hydrochlorid,
TRIZMA® Base 99+%; SGMA, T-8524, Lot 85H5732

siehe Trispuffer, + NaCl 0,9%
Merck

Merck

Perhydrol®, H,0, 30%, SGMA

Merck, 1.08685
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513 Antikorper und Kits
5131 Primérantikorper

51311 Monoklonae Antikorper

Monoclona Anti-Tyrosine Hydroxylase (Mouse Ascites Fluid, Clone TH-2)
Sgma Bio Sciences, No. T-1299; Lot: 014H4830

Monoclona Anti-Dopamine Betahydroxylase (Mouse Ascites Fluid)
Chemicon International Inc., No. MAB308; Lot: 12496218

Monoclona Anti-Cholinacetyltransferase (ChAT)
Dr. J. Saiger, C.&.O. Ingtitut fir Hirnforschung, Universitét Dissel dorf

Monoclona Anti-Pyramidenzellmarker (PY C)
Dr. J. Saiger, C.&.O. Institut fur Hirnforschung, Universitét Dusseldorf

Monoclona Anti-Calbindin (CB)
Sgma Bio Sciences, Anti-Calbindin D 28 K C 9848

Monoclona Anti-Parvalbumin (PV)
Sgma Bio Sciences, Monoclonal Anti-Parvalbumin P 3088

Monoclona Anti-p38/39, Bo18 und Monoclonal Anti-p24
Prof. Sitz, Institut fir Immunologie, BFAV

Monoclona Anti-ED 3, Mikrogliazellmarker
Serotec, Cambridge, UK
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5.1.3.1.2 Polyklonae Antikorper

Polyclonal Rabbit-Anti-Cow Glia Fibrillary Acidic Protein (GFAP)

Dako, 2334, Lot: 119

Polyclonal Anti-Calretinin (CR)

Sgma Bio Sciences, Monoclonal Anti-Calretinin C

Polyclonal Anti-V asoaktives I ntestinal es Polypeptid (VIP)

Dr. J. Saiger, C.&.O. Ingtitut fur Hirnforschung, Universitét Dusseldorf

Polyclonal Rabbit-Anti-Neurofilament 200

Sgma Bio Sciences, No. 4142, Lot:067H4823

Bei den verwendeten Primérantikdrpern handelt es sich - auler bel dem ChAT-Antikorper -
um kommerziell erhdltliche Typen. Fir die Detektion der Borna-Antigene p38/p39 wurde der
Bo 18 Antikorper eingesetzt, der von Herrn Prof. Dr. Lothar Stitz, Bundesforschungsanstalt
fur Viruskrankheiten der Tiere (BFAV), Tubingen stammt. Die Antikorper gegen die
Pyramidenzellen sowie die Kalzium-bindenden Proteine und das VIP wurden

freundlicherweise von Herrn Dr. Jochen Staiger, vom C.&O. Ingtitut fir Hirnforschung der

Universitat Dusseldorf, zur Verfigung gestellt.

Primar antikor per Verdinnung Primar antikor per Verdinnung
TH 1: 10.000 CB 1: 5.000
DBH 1: 4.000 CR 1: 5.000
Bo 18 1: 1.000 PV 1: 5.000
p2430H 8 1: 2.000 PYC 1: 1.000
ChAT 1: 2.000 VIP 1: 80.000
ED 3 1: 1000 NF-200 1: 500

Tab. 4: Verdinnung der Primarantikorper.
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5.1.3.2 Sekundarantikorper

Biotinylated-Anti-Mouse 1gG (H+L), rat absorbed, BA-2001, affinity Purified, made in
horse, Vector Laboratories, via Camon Labor Service GmbH

Biotinylated-Anti-Rabbit 1gG (H+L), BA-1000, Affinity Purified, Made in goat,
Vector Laboratories, via Camon Labor Service GmbH

Biotinylated-Anti-Sheep 1gG (H+L), BA-6000, Affinity purified, Made in rabbit, Vector
Laboratories, via Camon Labor Service GmbH

Die biotinylierten Sekundarantikdrper wurden je nach verwendetem Antikorper mit

Trispuffer des entsprechenden ph-Wertes auf die erforderliche Endverdiinnung eingestellt.

Sekundar antikor per Priméarantikor per

biot.-a-mouse 1:100 |ChAT, CB, ED 3, PV, PYC

biot.-a-mouse 1:200 |TH, Bo 18,
biot.-a-mouse 1:300 |DBH

biot.-a-mouse 1:400 |p24 30H8
biot.-a-rabbit  1:100 |NF-200, GFAP, VIP
biot.-a-rabbit  1:150 |CR

Tab. 5: Primér-und Sekundarantikorper

5.1.3.3 Normaseren

Pferde-Normal serum, Vector Laboratories S-2000
Kaninchen-Normalserum, DAKO GmbH X 902 10
Schweine-Normal serum, Vector Laboratories S-4000

Um unspezifische Bindungsstellen der untersuchten Schnitte zu blockieren, wurden die
Praparate vor jeder Primarantikorperbehandlung fur ene Stunde mit Normalseren
beschichtet. Die Seren wurden zu diesem Zweck mit Trispuffer (TBS ph 7,4) 1:10 verdinnt.
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Normalserum Priméarantikor per
Pferde-Normalserum TH, DBH, Bo 18, p24, PYC, ChAT, CB, PV, ED3
Schweine-Normalserum CR, GFAP, VIP

Tab. 6: Primarantikdrper und Normalseren

514 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden adulte, immunkompetente Lewis-Ratten verwendet. Sie stammten
ebenfalls aus der Versuchstierzucht der Bundesforschungsanstalt fir Viruskrankheiten der
Tiere (BFAV) in Tubingen. Die Tiere wurden paarweise in Kafigen gehalten und regelmaliig
untersucht. Es wurden vier Kontrolltiere verwendet. Sechsundzwanzig Ratten wurden
infiziert und zu definierten Zeiten p.i. getétet (Tage 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 38, 69 und
72 p.i.), wobei immer zwei Tiere das gleiche Infektionsalter hatten. Tiere aus verschiedenen
Stadien sowie infizierte und nicht infizierten gesunde (Kontroll) Tiere wurden nicht

zusammen in einem K&fig gehalten.

52 M ethoden

521 Infektion

Die verwendeten Lewis-Ratten wurden mit 0,05 ml der 1:10 verdinnten Virussuspension mit
einer Kanlle intrazerebral durch die Kalotte infiziert. Infiziert wurde die linke Hirnhdfte. Als
Kontrolltiere dienten adulte, nicht infizierte Lewis-Ratten, die eine Kochsalzinjektion

erhielten.
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5.2.2 Perfusion

Da aus seuchenhygienischen Grinden ein Ausschleusen aus dem Sicherheitsbereich der
Tierversuchsanstalt nicht méglich war, wurden die Tiere vor Ort perfundiert.

Die Lewis-Ratten wurden mit Pentobarbital (0,1 mlI/100mg Korpergewicht) intraperitoneal
betaubt, um den Tieren Schmerzen zu ersparen und sie exakter praparieren zu kdnnen. Mit
dem Gebrauch von Pentobarbital wurde eine mdglichst geringe Beeintr&chtigung des
Neurotransmitterstoffwechsels an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) angestrebt.

Nach der Préparation des Herzens, fihrte man eine Kanile in die Aorta ascendens ein und
klemmte die Aorta abdominalis ab. Im Anschluf? an eine Spilung mit Kochsalz und Heparin
wurden die noch folgenden Herzaktionen ausgenutzt, um das ZNS mit der Fixationslésung
maoglichst noch intravital zu perfundieren. Nach Erliegen der Herzaktion erhielt die Infusion
den Perfusionsdruck aufrecht. Um Schéden des Gewebes moglichst zu vermeiden, betrug bel
niedrigem Perfusionsdruck die Dauer des Vorgangs pro Tier etwa 30-45 Minuten. Die fir die
Free-Floating-Technik vorgesehenen Rattenhirne wurden jeweils mit 500 ml folgender

L 6sung perfundiert:

m 250 ml eines 0,2 mol Phosphatpuffer ph 7,4

m 75ml Pikrinsaure (15ml/100ml einer gesdttigten Losung)

m Paraformal dehydldsung 4% (Paraformaldehyd in agua bidest unter Rihren auf
70°C erwarmen und I6sen; dann 1 mol NaOH zugeben, bis Losung klar wird
(ca. 2ml auf 500 ml))

m Aquabidest ad 500 ml und Lésung filtrieren

B 1ml 25% iges Glutaraldehyd.

5.2.3 Lagerung und Konservierung

Um ene zu starke Fixation des Gewebes zu vermeiden, wurde die verwendete
Fixationslésung im néchsten Arbeitsgang, vor der weiteren Praparation der Hirne, durch
einen 0,1 mol Phosphatpuffer ersetzt. Dieser setzte sich wie folgt zusammen, die Molaritét
betragt 0,2:
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m 100 ml Base (3,54g 2NaHPO,; 2H.,0)
m 100 ml Sdure (2,74g NaH,PO, 2H,0)

Der Puffer wurde auf den ph von 7,4 titriert. Der 0,1 molare Arbeitspuffer wurde durch ein
1:1 Gemisch mit Aqua bidest gewonnen. Um 1 | Puffer zu gewinnen titrierte man etwa 800
ml Base mit 200-300 ml S&ure auf den ph 7,4. Mit diesem Puffer splilte man mehrfach die
Probenglaschen, bis die gelbe Einfarbung der Pikrinsdure nicht mehr wahrzunehmen war.
Zusétzlich wurden zum Puffer 0,05% Natriumazid zugegeben, um der Verunreinigung der

Proben durch Pilze entgegen zu wirken (Pearse, 1985).

5.2.4  Vibratomschnitte

Bevor die fixierten Gehirne auf einem Vibratom - Lancer® Series 1000 — in 60pm diinne
Objekte geschnitten werden konnten, wurde jeweils mit einem Skalpell das Corpus callosum
median saggital geteilt, danach jede Hélfte noch einmal im Winkel von 90° zur Schnittebene.
Mit dieser Ebene wurden die Teile einzeln auf Kunststoffbl6cke aufgeklebt und vollsténdig
von Phosphatpuffer bedeckt auf dem Vibratom bearbeitet. Die 60pum diunnen Schnitte wurden

mit einem Pinsel abgehoben und in neuen Puffer Gberflhrt.

525 Gefriertauen

Beim Gefriertauen wurden die Schnitte nach ein- bis vierstindiger Inkubation in
Saccharoselosung (25%ig) auf Aluminiumfolie aufgebracht und vorsichtig voneinander
getrennt. Anschlief3end fror man sie kurz Gber flissigem Stickstoff ein, ohne jedoch direkt
mit dem Stickstoff in Berthrung zu kommen. Nach kurzer Auftauphase der Schnitte
wiederholte sich der Vorgang. Insgesamt wurden alle Schnitte vor der Immunhistochemie
viermal dieser Prozedur unterzogen, die eine Steigerung der Antigenitdt der Schnitte und

somit eine bessere Antikorperpenetration und -reaktion bewirken soll (Pearse, 1985).
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5.2.6 | mmunhistochemie

Die Immunmarkierungen wurden mit Hilfe der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex,
Vectastain® ABC Kit, Vector) durchgefiihrt. Nach Resktion mit dem Primarantikorper
wurden die Gewebsschnitte mit einem zweiten, gegen den ersten AntikOrper gerichteten,
biotinylierten Antikérper inkubiert, an den in einem dritten Schritt der Avidin-Biotin-
Complex mit Peroxidase als Markerenzym gekoppelt wurde. Die Entwicklung erfolgte
schliefdlich durch Diaminobenzidin oder Aminoethylkarbazol als Substrate der Peroxidase.

5.2.6.1 Free-Floating-Technik

Die Immunhistochemie wurde in der sogenannten Free-Floating-Technik durchgefihrt.
Hierbel wurden die fixierten, 60 pm dicke Hirnschnitte, frel im Puffer schwimmend geféarbt.
Vorteile dieser Methode sind in der erleichterten Diffusion der Reagenzien und in der Anzahl
der pro Farbeserie mdglichen Schnitte zu sehen. Dartiber hinaus ist bei der relativ hohen
Schnittdicke eine gut erhaltenen Morphologie der geférbten Strukturen zu erwarten. Als
Variation dieser Technik wurden Paralelfarbungen in der Spiegel-Technik durchgefiihrt
(Bayraktar et al., 1997). Hierbei konnten an direkten Serienschnitten dieselben Zellen auf
verschiedene Parameter (Antigene) untersucht werden, ohne eine herkdmmliche
Doppelfarbung an einem Préparat durchfiihren zu miissen.

Das Free-Floating wurde nach folgendem Schema durchgefihrt:

Schnitte zweimal Spilen mit 0,1 mol PB Puffer, ph 7,4

1-4 h Inkubation mit 25% iger Saccharose

4 mal Gefriertauen

2 mal Spulen mit 0,1 mol PB, ph 7,4 fur jeweils 10 min.

1 mal Spulen mit TBS Puffer, ph 7,4

I nkubation mit Normalserum, Verdinnung 1:10 fur 1h
Primérantikorper in TBS Puffer, ph 7,4; Inkubation fir 36h bel 4° C

4 mal Spulen mit TBS Puffer, ph 7,4 - insgesamt 1h
Sekundarantikorper in TBS Puffer, ph 7,4; fir 2h bel Raumtemperatur
4 mal Spulen TBS Puffer, ph 7,4 - insgesamt 1h

O o oo oo ogoogog oo d

ABC Komplex in Endverdinnung aufbringen (30min Prainkubation 1:100)
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0 2 mal Spulen mit TBS Puffer, ph 7,4

0 2mal Spulen mit TB Puffer, ph 7,6 fir Diaminobenzidin (DAB)

0 (DAB: 5mg/10ml TB Puffer, ph 7,6; Menge 1ml/Probenglas + 104 0,1% iges H,0,)

0 2mal Spulen mit TB Puffer, ph 8,1 fur Nickel-DAB

O (Nickel-DAB: 7,5mg DAB lésen in 50ml TB Puffer, ph 8,1 + 200mg Nickelammonium-
sulfat; Menge 1ml/Probenglas+10ul 30%iges H,0,)

1 mal Spilen mit TB Puffer, ph 7,6

1 mal Spulen mit TB Puffer, ph 8,1.

0o d

527 Préparation fUr das Lichtmikroskop

Nach der Entwicklung der Schnitte mit DAB wurde die Reaktion mit dem entsprechenden
Trispuffer (TB) gestoppt. Im Falle des DAB mit TB pH 7,6/ bel Nickel-DAB mit TB pH 8,1.
Fur die Lichtmikroskopie erfolgte anschlief3end das Aufziehen der mit Gelatine beschichteten
Schnitte auf Objekttrager. Nachdem sie lber Nacht getrocknet worden waren, konnte man
sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Isopropanol) entwassern, in Xylol einbringen und
schliefdlich in DePex® eindecken.

5.2.8 Auswertung

Unter dem Lichtmikroskop wurden die entsprechenden Schnitte unter Einhaltung einer
maoglichst identischen Schnittebene (die Orientierung erfolgte am Chiasma opticum, in dessen
Hohe die Hirne geteilt wurden) komplett analysiert, d.h., alle immunreaktiven Neurone
wurden erfaldt (s.u.). In den zwei reprasentativ analysierten Frontal schnitten wurden die Lage
sowie der Durchmesser der Commissura anterior und der angegebenen Kerngebiete
berlicksichtigt (gemald Abb.5.1: Frontal 1). Im weiter kaudal gelegenen Frontal schnitt wurde
der Hippocampusdurchmesser berticksichtigt sowie die Kerngebiete gemal? der Abbildung
5.2 (Frontal 2).

Gezielte Auszéhlungen im Bereich des Neokortex und Hippocampus erfolgten bei 50 - 400
facher VergroRerung. Die Ergebnisse der Kontrolltiere wurden zur Grundlage fur die

Untersuchungen der infizierten Ratten.
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Bel den Reaktionsmustern vom Typ der Tyrosinhydroxylase (TH) und der
Dopaminbetahydroxylase (DBH) wurde neben den positiven Neuronen auch die Faserdicke,
ihre Morphologie sowie die Dichte der gefarbten Fasernetze berlicksichtigt. Die Analyse
erfolgte bei nicht bekanntem Infektionsstatus der untersuchten Schnitte. Pro Infektionsstatus
wurden mindestens zwei Tiere untersucht. Die folgenden Grafiken zeigen schematisch die

beiden jeweils aufgesuchten und analysierten Frontal schnittebenen:

CA Commissura anterior Nc Nucleus caudatus

Cc Corpus calosum Tro Tractus opticus

Cp Cortex piriformis Tuo Tuberculum olfactorium
Na Nucleus accumbens V  Ventrikel

Abb. 8: Frontalhirnschnitt der Ratte, (Frontal 1).
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Cc Corpus calosum Ndt Nucleus dorsalis thalami

Ce Cortex entorhinalis NIt  Nucl. lateralis thalami

Cp Cortex piriformis Npt Nucl. posterioris thalami

Fi  Fimbria hippocampi Npv Nucl. paraventricularis thalami
Hc Hippocampus Nvt Nucl. ventricularis thalami

Ic | socortex

Abb. 9: Frontalhirnschnitt der Ratte kaudal von 5.1 (Frontal 2).

Fur die schematischen Darstellungen der Immunhistochemie der TH, DBH, der Borna

spezifischen Antikorper und der Cholinacetyltransferase wurden folgende Symbole gewahit:

I

X

Neurone E Gefalte

Axone und Dendriten Boutons

Astrozyten, Gliazellen
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6 Erqgebnisse

6.1 Borna spezifische Antigene (p38/39 und p24)

Die nicht infizierten, gesunden Kontrolltiere zeigen bei der Immunhistochemie mit den
monoklonalen Antikorpern Bo 18 (p38/39) und p24 keinerlei spezifische Anfarbung von
Zellkernen, Perikarya, Axonen und Dendriten .

_Die Hirnschnitte infizierter Tiere zeigen erste Antigen-positive Neurone im Bereich des
frontalen Kortex ab dem Tag 5 post infectionem (p.i.). Das gilt fur das p38 Protein ebenso wie

fur das p24 Protein. Bel diesen ersten reaktionspositiven Zellen handelt es sich um

Pyramidenzellen und Astrozyten von bemerkenswert filigraner Darstellung, die an Golgi-

Versilberungen erinnert. Bornaproteine finden sich bis in kleinste Nervenzellfortsétze. Sogar

die spines der Dendriten sind lichtmikroskopisch gut auszumachen. Neben einzelnen

Neuronenzellkernen des frontalen Kortex werden dariiberhinaus an verschiedenen anderen

Stellen des Neokortex und des Hippocampus Gliazellen markiert, die zerebrale Gefalle
flankieren und diese mit einem feinen Netz von Zellauslaufern umgeben (Abb. 20). Im

weiteren Verlauf, etwa ab Tag 8 p.i., sind zunehmend mehr Neurone mit Bornaproteinen

beladen und werden deutlich markiert. Die - in den frihen Stadien noch vereinzelten -

Neurone sind jetzt zumeist durch regelrechte Konglomerate zahlreicher, Bornaantigen-

positiver Astrozyten umgeben. Diese Konzentration von Zellen findet sich in allen Arealen

des Gehirns, alerdings mit bevorzugter Lokalisation im frontalen Kortex, Hippocampus,
Amygdala und perirhinalen Kortex. Neben diesen , Zentren sind insbesondere die axonalen
Verbindungen des Fimbria-Fornix-Systems, des Corpus calosum und der Commissura
anterior betroffen.

_Im Zeitraum zwischen den Tagen 11 und 15 p.i. nimmt die Zahl der Neurone und Astrozyten

mit Virusprotein sehr stark zu, so dass kaum noch unbetroffene Areale mit normaem

Hirnparenchym gefunden werden. Die drastische Zunahme BDV-positiver Neurone wird

begleitet von ausgeprégten morphologischen Veranderungen: Die in den ersten Tagen p.i.

noch erhaltene filigrane Zellstruktur der Neurone bildet sich zurtick. In fruhbetroffenen

Hirnarealen verandert sich bereits nach kurzer Zeit (bis Tag 15 p.i.) die Struktur der Neurone

vollkommen (Abb. 16, 17, 18). Die meisten Zellen bieten nur noch das Bild eines plumpen

Zellleibes mit Fortsdtzen, die nach kurzer Distanz abbrechen und nicht mehr weiter zu

verfolgen sind.
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Bis Tag 8 p.i. scheint sich das p24 Protein schneller als das p38 auszubreiten. Zu diesem
Zeitpunkt zeigt sich im Kortex und auch in den Stammganglien eine zahlen- und
mengenmaldig starkere Markierung des p24 Proteins. Diese Differenz wird jedoch bis zum
Tag 11 p.i. vollig aufgehoben, so dass die Verteilungsmuster der beiden Bornaproteine
p38und p24 nach Tag 11 p.i. identisch sind

Unterschiedlich bleiben alerdings die Expressionsmuster der Bornaproteine in Nucleus und
Zytoplasma infizierter Neurone auch in spdteren Stadien. Ab Tag 15 p.i. sind sie gut zu
differenzieren. Beim p38 Protein werden Uberwiegend die Zellkerne geféarbt, wéhrend p24
Uberwiegend das Zytoplasma darstellt (s.u.).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Verteilung des Bornaantigens p38 im

Frontalhirnschnitt der Ratte im frihen Verlauf der experimentellen BD. Dicke
Markierungen stellen infizierte Neurone dar, wahrend die feine Tupfelungan Tag 15 p.i. das
wolkenartige Fortschreiten der Proteinausbreitung darstellt (Kontrolltier versus Tage p.i.,
nahere Erlauterung siehe Text).
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Abb. 11. Schematische Darstellung der Verteilung des Bornaantigens p38 im

Frontalhirnschnitt der Ratte im frihen Verlauf der experimentellen BD, kaudal von 10

(Kontrolltier versus Tage p.i., ndhere Erlauterung siehe Text).
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Tag 13 Tag 15

Abb. 12: Schematische Verteilung des Bornaantigens p24 im Frontalhirnschnitt der Ratte im
frihen Verlauf der experimentellen BD (Kontrolltier versus Tage p.i., ndhere Erléuterung
siehe
Text).
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Tag 13 Tag 15

Abb. 13: Schematische Darstellung der Verteilung des Bornaantigens p24 im
Frontalhirnschnitt der Ratte im frihen Verlauf der experimentellen BD, kaudal von 12

(Kontrolltier versus Tage p.i., ndhere Erlauterung siehe Text).
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Abb. 14: Schematische Darstellung der Lokalisationen der Bornaproteine p24 und p38 mit
relativer Verteilung in verschiedenen Hirnregionen gemal? der Abbildungen 8 u. 9 am Tag 11
p.i. bei BDV-infizierten Ratten. Das unterschiedliche Vertellungsmuster ist nur bis zu diesem
Stadium nachweisbar. Zu spéteren Zeitpunkten gleichen sich sowohl maximale Dichte als

auch Lokalisationen der Bornaproteine in den einzelnen Hirnregionen einander an (néhere
Erlauterung im Text).
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Abb, 15; BDV-Antigene im praelrontalen Kor-
tex BDV-infizierter Ratten am Tag 8 p.i. (A), 10
pi. (B) und lag 14 pi (C). In frithen Stadien
sind nur wenige Neurone (=) und Astrozyten
(>>) mit dem p24 Protcin ,becladen™ Rasch
mimmt aber die Proteinlast zu. Daneben sind
Anzeichen spongiformer degenerativer Veréinde-
rungen zucrkennen (C, >) (Immunhistochemi-
sche Farbung mit monoklonalem p24 Antikorper,
Nickel-DAB Farbung, MafBstab 20pum A-C ).
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C D

Abb. 16: BDV-Antigene in Neokorlex (A; Tag 10 pi. , B: Tag 14 p.i. ) und Hippocampus (C:
Tag § p.i., D: Tag 14 pi) In wenigen Tagen breitet sich das Bornaprotein im gesamlen Kor-
tex aus. Dabei lassen sich erhebliche Degenerationszeichen und begmnende Texturstdrungen
erkennen. Die zundchst noch filigrane Struktur der betroffenen Neurane (C) gelt in kurzer Zeit
in Auftreibungen der Somala uber. Axone und Dendriten sind nicht mehr klar erkennbar
(Immunhistochemische Nickel-DAR Farbung mit manoklonalem p24-AK, A-B: Malstab
500um, C + D 50um).
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Abb. 17: BDV-Antigene im Kortex RDV-infizierter Ratten an Tag 8 (A) bzw. 10 p.i. (B) und

im Hippocampus an Tag 14 pi. (C, D). Im frihen Stadium der Infektion ghneln die Bormapro-
teinmarkierungen Golgi-Versilberungen. Bis in die Spines hinein lassen sich dic Bornaantigene
p38 und p24 nachweisen (A Neuron mit benachbarter Gliazelle, B). Ab dem Tag 14 p.i. aber
kommen nur noch die vergroBerten Somata zur Darstellung, die prall mil Bornaproteinen an-
gefiillt zu sein scheinen. Auffillig ist die unterschiedliche Lokalisation von p38 und p24 m
Zellkern und Zytoplasma (Vergl. C und D) (Immunhistochemische Nickel-DAR Farbung, Mo-
noklonale AK, Malfistah A-I) 20pum)
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Abb. 18: BDV-Antigene im praefrontalen Kor-
tex BDV-infizierter Ratten an Tag 5 pi (A), 10
pi (B) und 14 pi (C). In fruhen Stadien
exprimieren nur wenige Zcllen p38 Protein.
Danach nimmt die Proteinlast rasch  zu.
Anzcichen spongiformer degenerativer Verin-
derungen sind zu erkennen (C, =)
{Immunhistochemische Nickel-DAB Farbung mit
monoklonalem p-38 Protein AK, MaBstab: A+B
BOpm, C 20pm ).
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A B
Abb. 19: BDV-Antigene im Hippocampus ciner BDV-infizicrien Raule an Tag 10 (A) und 14
(B) p.i.. Ahnlich dem Neokortex flutel auch hier das p38 Protein schnell an. Schwere Textur-

storungen sind zu erkennen (Malstab S0pm).

Abb. 20: BDV-Antigene im Neokortex einer
BDV-infizierten Ratte an Tag 3 pi. Bereits zu
diesem frithen Zeitpunkt werden gefiiflankieren-
de Astrozyten mit dem n3B Antikdrper markiert
{Immunhistochemische Mickel-DAB Farbung mil
monoklonalem Bo 18 AK, Malfistab 20uum).
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6.2 Neurotransmitter
6.2.1 Tyrosinhydroxylase (TH)

6.2.1.1 Kontrolltiere

Bel den gesunden, nicht infizierten Kontrolltieren 1&3t sich folgendes Verteilungsmuster
beobachten (Abb. 21-23): Im gesamten Neokortex zeigt sich ein dichtes Netzwerk TH-
positiver Axone. Es erstreckt sich vom praefrontalen bis zum piriformen Kortex. In der
obersten Kortexschicht sowie direkt Gber der weil3en Substanz bzw. dem Nucleus caudatus
verlaufen die TH-Fasern in einer gerichteten, zur Mantelkante parallelen Formation. Dort
lassen sich nur wenige radiare ,,Abzweigungen” ausmachen. Im Gegensatz dazu sind die
mittleren Schichten des Kortex von einem dichten Netzwerk horizontal und radiér
ausgerichteter Fasern durchzogen. In einigen wenigen anderen subkortikalen Abschnitten ist
dieses Netzwerk noch dichter, wie z.B. im Nucleus caudatus (hohere Dichte im Caput als in
der Cauda), im Nucleus accumbens sowie im lateralen septalen Kern. Welitere Faserbahnen
sind unter anderem im diagonalen Band von Broca (DBB) lokalisiert. Alle genannten Bahnen
zeichnen sich durch eine besonders filigrane und zarte Struktur aus. Die Fasern weisen
zahlreiche Boutons auf.

Im Bereich des Hippocampus féllt ein sehr selektives TH-Vertellungsmuster auf. Positive
Fasern erstrecken sich im Bereich des Stratum pyramidale (Regionen CA1-4 und Subiculum)
mit einem dichten Netzwerk und bilden scharfe Demarkationslinien zu den angrenzenden
hippocampalen Arealen. Die Dichte des Fasernetzwerkes ist mit derjenigen der mittleren
K ortexschichten zu vergleichen.

Im Bereich des Thalamus stellen sich in den Nuclel ventralis, dorsalis, lateralis und
paraventrikularis TH-positive Axone dar. Neurone kommen im Gegensatz zum Hypothalamus
hier nicht vor. Im Bereich des Hypothalamus finden sich TH-positive Neurone in den Nuclei
paraventricularis, periventricularis und suprachiasmaticus sowie der Area hypothalamica und
der Zona incerta. In alen Kernen finden sich neben den Neuronen auch Fasern in
unterschiedlicher Dichte, wobei die hdchste Dichte hier im vorderen Hypothalamus erreicht

wird. Dierelativ grof3en Neurone sind in ein dichtes Netz TH-positiver Fasern eingebettet.
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6.2.1.2 BDV infizierte Tiere

Bei den BDV-infizierten Tieren 1&3t sich folgendes Vertellungsmuster beobachten (Abb. 21-
23): Im Laufe der Infektion kommt es zu einer Rarefizierung des markierten Fasernetzes in
Neokortex und Hippocampus, nicht dagegen im Hirnstamm (s.u., Abb. 25, 26). Diese
Entwicklung ist etwa ab Tag 10 p.i. festzustellen. An Tag 5 p.i. dagegen ist eher eine
Intensivierung der Boutons im medialen Septumbereich sowie im Bereich des praefrontalen
Neokortex erkennbar. Der Cortex piriformis und das Tuberculum olfactorium bleiben trotz
der reduzierten Anféarbbarkeit, wie in den Kontrolltieren, Schwerpunkte der TH-positiven
Nervenfaser- und Boutonmarkierung. Die Boutons haben bei hoher lichtmikroskopischer
Vergrolerung ab dem 11. Tag p.i. zum Teil nicht mehr die zarte Morphologie der gesunden
Kontrollen. Sie erscheinen neben der normalen Gewebetextur vielmehr verdickt und prall
geflllt zu sein. Diese Bouton-Markierungen sind auch im medialen Septum auszumachen
(Nucleus septalis medialis).

Morphologisch findet man mit zunehmendem Krankheitsverlauf erhebliche Verénderungen
in den Kortizes sowie im Bereich des medialen Vorderhirns. Neben der reduzierten Dichte
des kortikalen TH-positiven Fasernetzes falt auf, dass es zu immer ausgepragteren
Auftreibungen der Fasern kommt. Diese , dicken”, oft deformierten Fasern, kommen in den
streng horizontal verlaufenden Randschichten des Kortex, im Fasernetzwerk der mittleren
Schichten - hier besonders an der rhinalen Fissur - und im Hippocampus vor. Sie lassen sich
ab Tag 8 p.i., vermehrt ab Tag 11 p.i. nachweisen.

Vallig identische Veranderungen zeigen sich ebenfalls im DBB und im medialen Septum.
Neben scheinbar vallig ,,normalen* Fasern mit gleicher, filigraner Gestalt wie bei gesunden
Tieren kommen volumindse, deformierte Fasern zur Darstellung. Bis zum Tag 14/15 p.i.
treten diese pathologischen Fasern in allen Arealen des Hirns auf. Insgesamt kommt es zu
einer zunehmenden Rarefizierung der TH-Markierungen in alen Bereichen des Neokortex,
des Corpus striatum, des Nucleus accumbens sowie dem Tubercumlum olfactorium und dem
DBB bei den hier untersuchten Stadien bis zum Tag 15 p.i.. Betrachtet man die Zeit nach der
akuten Phase, so werden in allen Gebieten des Hirns zunehmend Gliazellen markiert, die bis
zum Tag 14 bzw._15 p.i._deutlich vorhanden sind (siehe Abb. 27). Insbesondere sind jedoch
die Areale betroffen, die zuerst infiziert wurden.

An Tag 38 p.. treten diese TH-positiven Gliazellen bei einer leichten bis mittleren

Kortexatrophie stark hervor und bestimmen das Bild sowohl in den kortikalen Schichten wie
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auch dem Hippocampus und den Basaganglien. Die Rarefizierung TH-positiver
Fasermarkierung ist weiterhin ausgeprégt. Sie schreitet im Laufe der Zeit voran und wird in
den chronischen Stadien (Tage 69, 78 p.i., Abb.25, 26) immer deutlicher.

Interessanterweise lassen sich zu keinem Stadium der Infektion Verénderungen im Bereich
der Projektionsneurone (Hypothalamus, s.0.) im Sinne einer Nervenzelldegeneration finden.
Auch in den TH-positiven Hirnstammkernen sind keine erkennbaren Rarefizierungen oder
degenerativen Verdnderungen festzustellen (Abb.28). Sowohl die Anzahl TH-positiver
Neurone als auch ihre Morphologie scheint nicht verandert zu sein, ganz im Gegensatz zu den
Veranderungen in Kortex und DBB. Die Ergebnisse der Spiegeluntersuchungen ergaben
keine eindeutigen Resultate einer Kolokalisation von TH und dem Bornaantigen p24 (siehe
auch Kap. 6.1.1).

72



Ergebnisse

C (H

Abb. 21: THim praetrontalen Kortex in verschiedenen Stadien der BDV-Infektion. Wahrend
im gesunden Kontrolltier {A) die feine Struktur der TH-positiven Fasern markiert wird, kommt
es im Laufe der Infektion zur Denervierung des Korlex und zu schweren Texturstdrungen mit
Ausbildung ,pathologischer Axone («) (B: I'ag 7pi, C: Tag 10 p.i., D: Tag 15 p.i) (Im-
munhistochemie mit monoklonalem TH-AK, Nickel-DAB Firbung, Mafistab 20pm).
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Abb. 22: TH im Neckortex und [lippocampus. ,'athologische Axonc®, am Tag 13 p.i. (A)

und am Tag 69 pi (B) Die aufgetriebenen und deformierten Fasern kammen nur Soma-fern
zur Darstellung. Die Verinderung unterscheidet sich von den mil Borna-Antigen beladenen
Neuronen, bei denen die Verdnderung ausschliefilich in der Nihe des Soma deutlich zu werden
scheint (A: TLl-positive Faser aus dem Neokortex; B: aus dem Llippocampus, jeweils am Tag

15 p.i.. Immunhistochemie mil monoklonalem TH-AK, Nickel-DAB Féarbung, MaBstab 20pm.)
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Tag 13 Tag 15

Abb. 23: Schematische Darstellung TH-positiver Fasern im Frontalhirnschnitt der Ratte im
frihen Verlauf der experimentellen BD. Das feine Fasernetz ist nur ansatzweise dargestellt.
Beachte die rarefizierte Markierung des praefrontalen und piriformen Kortex im infizierten
Tier. Die , pathologischen® Fasern werden ebenfalls schematisch angedeutet (/' )(Kontrolltier

versus Tage p.i., néhere Erlauterung siehe Text).
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Abb. 24: Schematische Darstellung der TH-positiven Fasern im Frontalhirnschnitt der Ratte
im frihen Verlauf der experimentellen BD, kaudal von 23. Das feine Fasernetz ist nur
ansatzweise dargestellt. Beachte die rarefizierte Markierung im Bereich des Neokortex und
des Hippocampus. Die pathologischen Fasern werden ebenfalls schematisch angedeutet &)

(Kontrolltier versus Tage p.i., ndhere Erlauterung siehe Text).
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Tag 38 Tag 69 Tag 78

ADbb. 25: Schematische Darstellung der Frontal hirnschnitte der Ratte mit TH-Markierung im
mittleren und spéaten Stadium der experimentellen BD gemald Abb. 8, 9. Die an den Tagen 69
und 78 p.i. weil3 dargestellten Strukturen zeigen die Ausdehnung von Cortex und Ventrikel in
Kontrolltieren und damit das Ausmal3 der Hirnatrophie und des Hydrocephalus internus e
vacuo (C: Cortex, V: Ventrikel,). Die markierten Gliazellen nehmen stark zu, wahrend das

feine TH-Fasersystem weitgehend degeneriert (s.Abb.27, ndhere Erlauterung siehe Text).

Tag 38 Tag 69 Tag 78

Abb. 26: Schematische Darstellung der Frontalhirnschnitte der Ratte im mittleren und spéten
Stadium der experimentellen BD, kaudal von 25. Die an den Tagen 69 und 78 p.i. weil3
dargestellten Strukturen verdeutlichen die Grofdhirnatrophie und den Hydrocephalus internus

e vacuo im Gegensatz zu den Kontrolltieren (s.0., ndhere Erlauterung siehe Text).
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Abb. 27: TH im pracfrontalen Kortex (A, B) und dem Hippocampus (C, D) jeweils am Tag
15 und 38 pi. Bereits in den frithen Stadien zeigt sich das deuthich reduzierte axonale TH-
Fasernetz bei zunehmender TH-positiver Mikrogliamarkierung. Im fortgeschrittenen Stadium
ist das TH-posilive Fascrnetz bei ciner schr starken positiven Gliamarkierung kaum noch aus-

zumachen (Immunhistochemie mit manoklonalem TH-AK, Nickel-DAB Farbung, MaBstab
SOum).
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Abb. 28: TH im Diencephalon der Ratte am Tag 7 p.i. (A) und am Tag 15 p.i. (B). Weder im
frithen Stadium der Infektion noch am Tag 15 p.i. lassen sich ahnliche morphologische Verin-
derungen wic im Neokortex oder Hippocampus nachweisen Sowohl die Fasern als auch die
Somata stellen sich in der TH-Markierung in Intensitit und Morphologic mit den Kontrolltie-
ren vergleichbar dar {Tmmunhistochemie mit monoklonalem 1H-AK, Nickel-DAB Farbung, A:
Malstab 50pm, B: 80pm).
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Abb. 29: 'TH im Hirnstamm eines gesunden Kontrolltieres (A) und einer BDV-infizierten
Ratte am Tag 15 p1. (B). Beide Fotos zeigen den Locus coeruleus im Querformat mit sei-
nen dichten Faserbiindeln und Nervenzellen. Sowohl im nicht infizierten, gesunden Kontroll-
tier als auch im infizicrten Rattenhirn scheint dic Morphologic der markierten Zellen ver-
gleichbar zu sein. Sowohl dic dargestellten Somata als auch dic gefirbten Fasern behalten
beim infizierten Tier ihre filigrane Struklur bei. Was dic Anzahl der markierten Zellen be-
trifft, so scheint sie - unter Bertcksichligung benachbarter Schnitte - ebenfalls kaum zu
schwanken (Immunhistochemie mit moncklonalern TH-AK, Nickel-DAB Farbung, Mafstab
80um),
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6.2.1.3 Paralemarkierungen

Die Farbeergebnisse der Paralleluntersuchungen in der Spiegeltechnik mit den
Bornaproteinen und der Tyrosinhydroxylase ergeben mit zunehmender Progredienz der
BDV-Infektion (bis zum Tag 15 p.i.) das bekannte und bereits beschriebene Farbungsmuster
des jewelligen Markers (s.0.). Sowohl bei der Tyrosinhydroxylase als auch den
Bornaproteinen lassen sich in den Spiegelschnitten keine Zellen identifizieren, die durch
beide Marker sicher dargestellt werden. Die markierten pathologischen Nervenzellen in der
TH-Markierung kommen in den Spiegelschnitten mit den Bornaproteinen nicht zur
Darstellung (Daten nicht gezeigt).

Die Paralelmarkierungen der TH und des Astrozytenmarkers GFAP (glial fibrillary acidic
protein) markieren mehrere, wahrscheinlich identische, Zellen, die in paralelen Schnitten
eine positive Immunreaktion zu zeigen scheinen. Allerdings ist eine genaue Beurteilung
aufgrund der hohen Zelldichte und geringen Gréf3e der Zellen in der GFAP-Markierung
schwierig.

Zusammenfassend mul? man sagen, dass sich in den durchgefiihrten Markierungen keine
eindeutigen Kolokalisationen verschiedener Marker in identischen Zellen identifizieren
lassen. Darliber hinaus sind die markierten Zellen und Fasernetze der einzelnen Marker in
ihrer Morphologie so unterschiedlich, dass grof3flachige oder weitreichende Kolokalisationen

aufgrund mangelnder Kongruenz in der Zellmarkierung unwahrscheinlich sind.
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6.2.2 Dopaminbetahydroxylase (DBH)
6.2.2.1 Kontrolltiere

Bel den immunhistochemischen Untersuchungen der Dopaminbetahydroxylase (DBH)
konnten durchgehend deutlich Faserbahnen und Boutons dargestellt werden. Schwerpunkte
der DBH-positiven Immunreaktion zeigen die Kontrolltiere im Nucleus accumbens, im
Cortex piriformis sowie in der Fascia dentata und der CA 1 Region des Hippocampus. Die
neo- und allokortikalen Areale présentieren ein feines aber deutlich ausgeprégtes Fasernetz
mit dicht gepackten, zarten Boutons. In den Schichten des Neokortex lassen sich - wie bel der
TH-Immunreaktion - unterschiedliche Verteilungsmuster der DBH- Fasern erkennen. Im
Bereich der Mantelkante sowie Uber dem Corpus callosum laufen feine Fasern parallel zur
Kortexoberflache. Dazwischen bildet sich ein dichtes Fasernetz aus, welches Auslaufer
in alle Richtungen entsendet. Feine Boutons sind Uberall zu sehen. Die Fasern weisen keine
Spines auf. Die markierten Fasern im Hippocampus zeigen die gleiche filigrane

Fasernetzstruktur wie im Neokortex.

6.2.2.2 BDV infizierte Tiere

Nach den Tagen 9-11 p.i. kommt es im ganzen Neokortex sowie dem Cortex piriformis zu
einem Rickgang der DBH-Fasern. Die Dichte der Fasern und Boutons nimmt ab, und
gleichzeitig treten einzelne Fasern pathologisch hervor. Sie zeigen nicht mehr die filigrane
Morphologie ihrer benachbarten Axone sondern sind - dhnlich wie in den TH-Markierungen -
plump und deformiert.

Am Tag 15 p.i. sind im Cortex piriformis nur noch wenige kurze Fasern markiert, im Bereich
des Nucleus accumbens fehlt eine Markierung fast vollig. Die wolkenartig wirkende, feine
Tupfelung der Boutons weicht einer reduzierten und vergroberten Morphologie. Im unteren
Septumbereich treten ebenfalls pathol ogische Fasern hervor. Auch im Temporalbereich ist die
Faserdichte des Kortex reduziert mit neu aufgetretenen pathologischen Fasern und Boutons.

Verglichen mit den feinen Pinktchen der gesunden Kontrolltiere, erscheinen diese — wie in

den bereits erwdhnten Hirnarealen - auch hier deutlich vergrobert und vergrof3ert zu sein.

Der Neokortex ist im Bereich der medialen und lateralen Mantelkante mit Axonen und
Gliazellen durchzogen. Die Gliazellen sind ab dem Tag 13 p.i. vereinzelt, ab dem Tag 15 p.i.

jedoch deutlich nachweisbar. Sie treten vermehrt im Neokortex und im Hippocampus auf. Die
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Markierungen im Hippocampus beschrénken sich auf DBH-positive Fasern in der Fascia
dentata und der Regionen CA 2 und 3. In der CA 1 Region sind die Fasern untergegangen
oder pathologisch deformiert (Abb. 34).

In den chronischen Stadien (Tage 69, 78 p.i.) kommt es zu einem Rickgang des DBH-
Fasernetzwerkes und ein Hervortreten von Gliazellen in Neokortex und Hippocampus.
Hervorgehoben wird diese Tendenz noch von einer - zunéchst nur leicht ausgeprégten -
Hirnatrophie, deren Ausmal3 nach den Tagen 13-15 p.i. deutlich zunimmt. In den chronischen
Stadien der Erkrankung ist der Neokortex teilweise bis auf die Halfte seiner normalen Dicke
zusammengeschrumpft, und es bietet sich das Bild eines ausgepragten Hydrocephaus
internuse vacuo (siehe Abb. 35, 36).
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C D

Abb. 30: DBH im praefrontalen Kortex eines gesunden Kontrolliieres (A) im Vergleich mit
BDV-infizierten Tier am Tag 10 p.i. (B) und am Tag 15 p.i. (C, D). Die Dichte des Fascrnetzes
nimmt bis zum Tag 10 p.i. nur leicht, dann aber deutlich ab Die Texturstérung wird beglestet
durch aufgetriebe Boutons und verplumpte Axonc («). Ab dem Tag 15 werden zusitzlich
Gliazellen markiert (DD, nihere Iirliuterung siehe I'ext, Immunhistochemie mit monoklonalem

DBI-Antikorper, Nickel-DAR Farbung, Malstab S0pm).
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Abb. 31: DBH 1im Neokortex BDV-infizierter Ratten am Tag 15 p.i.. Neben der auffilligen

Storung des DBH-positiven Fasernetzes werden die aufgetrichenen |, pathologischen™ Axone
vermehri markiert. Neben den Axonen werden auch dic plump vergréBBerten Boutons angefiirbt

{Immunhistochemie mit moncklonalem DBH-AK, Nickel-DAB Fiarbung, Malistab 20pm).
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Ergebnisse 6

C D
Abb. 32: DBH im praefrontalen Kortex (A, B) und Hippocampus (£, D) beim gesunden Kon-

trolltier (A, C) im Vergleich mit BDV-infizierten Tieren am Tag 15 p.i. (B, D). Im Neokortex
kommen sowohl die Denervierung und Texturstérung (<) zum Vorschein, als auch die DBIH-
positiven Gliazellen (B). Der Hippocampus ist ebenfalls von der Denervicrung belroffen. Die
Boutons scheinen auch hier aufgetrieben zu sein (B) (Immunhistochemie mit monoklonalem

DBII-AK, Nickel-DAEB Farbung, Malstab 20wm).
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Abb. 33: Schematische Darstellung der Vertellung DBH markierter Fasern im
Frontal hirnschnitt der Ratte im frihen Verlauf der experimentellen BD (Kontrolltier versus
Tage p.i., néhere Erlauterung siehe Text).
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Abb. 34: Schematische Darstellung der Verteilung DBH markierter Fasern im
Frontalhirnschnitt der Ratte im frihen Verlauf der experimentellen BD, kaudal von 33
(Kontrolltier versus Tage p.i., néhere Erlauterung siehe Text).
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Tag 38 Tag 69 Tag 78

Abb. 35: Schematische Darstellung DBH-positiver Fasern im Frontal hirnschnitt der Ratte im
mittleren und spéten Verlauf der experimentellen BD (C: Cortex, V: Ventrikel, die weil3en

Areale verdeutlichen die ausgeprégte Hirnatrophie im Gegensatz zu den Kontrolltieren, s.0.).

Tag 38 Tag 69 Tag78
Abb. 36: Schematische Darstellung DBH-positiver Fasern im Frontal hirnschnitt der Ratte im

mittleren und spéten Verlauf der experimentellen BD, kaudal von Abb. 35 (die weil3en Areale

verdeutlichen die ausgepragte Hirnatrophie im Gegensatz zu den Kontrolltieren, s.0.).
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Abb. 37: Schematische Darstellung der TH und DBH-Verdichtungen unterschiedlicher
Hirnregionen in der gesunden (A, C) und in der infizierten Ratte (B, D, Tag 15 p.i.). Die
Markierungen im Neokortex sind bel beiden Enzymen &hnlich. Beide zeigen eine
Denervierung und Texturstérung des Gewebes bei infizierten Tieren. Im Bereich des
Hippocampus ist diese Texturstorung ebenfalls bei beiden Markern festzustellen (ndhere

Erlauterung siehe Text).
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6.2.3  Cholinacetyltransferase (ChAT)
6.2.3.1 Kontrolltiere

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen der Cholinacetyltransferase (ChAT) konnten
Befunde erhoben werden, die mit bereits erfolgten immunhistochemischen Untersuchungen
Ubereinstimmen (Gies et al., 1998): im Bereich des Neokortex verlaufen radidr zur
Mantelkante ausgerichtete Interneurone. Ebenso werden Neurone im Bereich des basalen

Vorderhirns sowie in der Fascia dentata des Hippocampus markiert.

6.2.3.2 BDV infizierte Tiere

Mit zunehmender Progredienz der BD nimmt die Reaktivitat der im Neokortex radiér
verlaufenden Interneurone und der Neurone in der Fascia dentata des Hippocampus leicht ab.
Dieser Prozef3 beginnt schon ab Tag 11 post infectionem (p.i.) und zeigt sich in der
Immunhistochemie in einer leichten Ausdinnung der markierten Neurone im Bereich des
Neokortex. Die Ergebnisse sind bel enigen infizierten Tieren unterschiedlich stark
ausgepragt. Das trifft allerdings nicht auf den Hippocampus zu. Die hier gefundenen
Veranderungen sind als einheitlich anzusehen. Die Markierung ChAT-positiver Fasern geht
bis zum Tag 15 p.i. eindeutig zurlick und bleibt auch dartiber hinaus vermindert.

Die chronischen BD Stadien (Tage 38, 69 und 78 p.i.) zeigen bei den ChAT-positiven
Fasern den fortschreitenden Rickgang sowohl im Hippocampus a's auch im Neokortex. Wie
bei der TH und DBH, werden auch bei der ChAT bereits bis zum Tag 15 p.i. neben den
beschriebenen Neuronen auch Gliazellen im Neokortex und im Hippocampus markiert. Diese
Markierungen persistieren bis in die chronische Phase der erkrankten Tiere. ChAT-positive
Gliazellen finden sich im Bereich des ganzen Neokortex.

Obwohl die Markierungen im kortikalen Bereich deutliche Veranderungen zeigen und die
Verbindungen zwischen dem basalen Vorderhirn und dem Hippocampus stark betroffen sind,
bleiben bei den infizierten Tieren dabei die Ursprungszellen im basalen Vorderhirn selbst
offensichtlich unverandert. Sie zeigen bei mikroskopischer Betrachtung eine voéllig normale
Immunreaktion, die mit Kontrollmarkierungen Ubereinstimmen. Weder die Zellmorphologie
noch die Anzahl der markierten Zellen scheint verandert zu sein. Gliazellen finden sich in

diesen Kernen zu keinem Zeitpunkt.
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6.2.4 Vesikuléarer Acetylcholin-Transporter (VACHT)
6.24.1 Kontrolltiere

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen des vesikuléren Acetylcholin-Transporters
(VAChKT) konnten Befunde erhoben werden, die zum Teil mit bereits erfolgten Analysen
Ubereinstimmen (Ichikawa et a., 1997, s.u.): bel den nicht infizierten Kontrolltieren zeigt sich
in alen cholinergen Aredlen des Gehirns (s.0.) ein dichter, feiner ,Rasen” dieses Vesikel-
Markers, d.h. eine grol¥flachige Vertellung VAChT positiver Punkte (Boutons) im Bereich
von Neokortex, basalem Vorderhirn (hier nur wenige, angedeutete, immunreaktive Neurone)

und im Hippocampus.

6.2.4.2 BDV infizierte Tiere

Im Verlauf der BD kommt es praktisch kaum zu einer Abnahme der Boutondichte, im
Gegensatz zu der deutlich reduzierten Markierung mit der Cholinacetyltransferase (ChAT,
s.0.). Obwohl der VAChT-Marker in anderen Untersuchungen Axonbtindel nicht markiert hat
(Ichikawa et a., 1997), finden sich in der vorliegenden Untersuchung auch bei den VAChT-
Markierungen infizierter Tiere biszum Tag 15 p.i. , pathologische” Axone. Die aufgetriebene,
plumpe Morphologie entspricht weitgehend den Befunden, wie sie schon bei den TH- und
DBH-Markierungen beschrieben wurden. Die pathol ogischen Axone finden sich vereinzelt im
Hippocampus und im Neokortex. Darlber hinaus sind weder im Bereich des Neokortex noch
des Hippocampus wesentliche Anderungen im dargestellten Verteilungsmuster zu sehen. Im
basalen Vorderhirn konnten keine deutlichen Verénderung im Markierungsmuster oder in der

Morphologie der wenigen markierten Neurone festgestellt werden.

92



Ergebnisse 6

-/:{ |- iy
)
/ 3 R
— r‘( E 5 -.\'“‘\ \"«._

i_af.

\k.a—’

Tag 13

Abb. 38: Schematische Darstellung ChAT-positiver Fasern im Frontalhirnschnitt der Ratte
mit experimenteller BDV-Infektion. Im Bereich des Kortex ist eine Rarefizierung ChAT-
positiver Fasern bereits im frihen Verlauf der BDV-Infektion zu verzeichnen (Kontrolltier
versus Tage p.i., néhere Erlauterung siehe Text).
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Abb. 39: Schematische Darstellung ChAT-positiver Fasern im Frontal hirnschnitt der Ratte
mit experimenteller BDV-Infektion kaudal von Abb. 38. Im Bereich des Kortex und des
Hippocampus wird die Rarefizierung ChAT-positiver Fasern bereitsim frihen Verlauf der
Infektion deutlich. Im Hippocampus sind besonders die Fascia dentata und die CA 1 Region
betroffen (Kontrolltier versus Tage p.i., néhere Erlauterung siehe Text).
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6.3 Kalzium-bindende Proteine und Neuropeptide
6.3.1  Cdretinin (CR)

6.3.1.1 Kontrolltiere

Bel der Analyse der Calretinin-Farbungen ergibt sich ein Muster, das im Falle der gesunden
Kontrolltiere mit bereits erfolgten immunhistochemischen Untersuchungen Ubereinstimmt
(Resibois, 1992). Es werden tberwiegend bipolare Neurone markiert. Sie sind im Bereich des
Neokortex auf die oberen und mittleren Schichten vertellt und entsenden ihre Fortsétze radiar
zur Kortexoberflache. Dartiber hinaus sind Fasern im Nucleus accumbens, Cortex piriformis
und Tuberculum olfactorium markiert. Ebenso finden sich Neurone und Fasern im Cortex
piriformis, im unteren und mittleren Septumbereich und im Nucleus dorsalis thalami. Im
Hippocampus stellen sich Neurone in den Bereichen des Gyrus dentatus und des Subiculums

dar. Wenige Neurone dagegen sind im Nucleus caudatus markiert.

6.3.1.2 BDV infizierte Tiere

Schwerpunkte der immunreaktiven Neurone und Fasern sind bis zum Tag 13 bzw. Tag 15 p.i.
der Nucleus accumbens, der piriforme Cortex, das Tuberculum olfactorium und das untere
Septum. Im Nucleus caudatus und im Hippocampus erscheint das Fasernetzwerk der Neurone
dichter geknipft und im Vergleich zu den Kontrolltieren starker markiert zu sein.
Morphologisch weisen die in den gesunden und infizierten Tieren immunreaktiven Neurone
nur geringe Unterschiede auf. Deutlich aufgetriebene oder deformierte Axone, wie sie bei der
TH-, DBH-, ChAT- und VAChT-Markierungen aufgetreten sind, konnten nicht entdeckt
werden. Lediglich vereinzelte Neurone am Tag 15 p.i. zeigen prominentere Fasern as bei den
Kontrolltieren (Abb.40).
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C D

Abb. 40: CR im praefionlalen Kortex (A, B) und im Hippocampus (CA4) bei gesunden Kon-

trollticren (A, C) und infizierten Tieren am Tag 15 p.i. (B, D). Morphologisch zeigen die Neu-
rone in den Kortex- und Hippocampusarealen kaum Unterschiede. Am Tag 15 scheinen einige
CR-positive Fasern gering verdickl, im Bereich des Hippocampus die Faserdichte leicht erhoht
zu gein (<) (Immunhistochemie mit polyklonalem CR-AK, Nickel-DAB Fiirbung, MafBstab 80

um, nahere Erliuterung siehe Text),
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6.3.2 Calbindin (CB)
6.3.2.1 Kontrolltiere

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen des Kalzium-bindenden Proteins
Cabindin (CB) konnten folgende Befunde bei den gesunden Kontrolltieren erhoben
werden:

CB-positive Neurone finden wir an verschiedensten Stellen des Gehirns. Im Neokortex sind
Neurone in den Zellschichten II-VI zu finden, wobei der Hauptanteil in den oberen
Kortexschichten lokalisiert ist. Im Allokortex sind Zellen des Cortex piriformis und des
Tuberculum olfactorium markiert. Im Bereich des Septums befinden sich paraventrikulér
mittelgrof3e und grof3e CB-positive Nervenzellen. In der weif3en Substanz werden nur wenige
Neurone markiert. Das Corpus striatum besitzt eine relativ hohe Dichte an kleinen CB-
positiven Nervenzellen, die im Verlauf Ubergangslos in die Region des Tuberculum
olfactorium Ubergehen. In der Area praeoptica lateralis sind nur einzelne CB-positive Fasern
zu finden. Im Bereich des Thalamus und Hypothalamus sind insgesamt viele Fasern markiert.
Sie sind im Nucleus lateralis thalami, Nucleus ventralis et dorsalis thalami, Nucleus
mediodorsalis thalami, Nucleus posterior hypothalami und im Nucleus praemamillaris
dorsalis et ventralis hypothalami. Die Markierungen einer Anzahl kleinerer und mittlerer
Nervenzellen im Hippocampus imponieren wie schmale Zellbéander. Aufféllig erscheint die
mit relativ grof3en Zellen besetzte CA 3 Region.

6.3.2.2 BDV infizierte Tiere

Mit progredientem Verlauf der BD erscheinen bei den Tieren bis zum Tag 21 p.i. die
immunreaktiven Neurone und Fasern im Neokortex und im Hippocampus nahezu unverandert
zu sein. In einigen Arealen des Hippocampus wirken die Fasernetze in ihrer Dichte reduziert,
hier lassen sich jedoch Farbeartfakte nicht ausschlie?en (Abb. 41). Die Morphologie der
einzelnen Neuronen gibt keinen sicheren Aufschluld3 Gber mdgliche degenerative
Veranderungen, wie sie in den vergleichbaren Stadien der anderen Transmitter (z.B. TH oder

DBH) mit den ,, pathol ogischen Zellen“ vermutet wurden (s.0.).
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Abb. 41: CB im Neokortex eines Kontrolltieres (A) und am Tag 14 p.i. (B). Morphologische
zeigen sich bei den markierten Neuronen in den verschiednen Stadien keine AufTalligkeiten.
(Immunhistochemie mit polyklonalem CB-Antikorper, DAB Tarbung, A: MaBstab S0um, B:

B0pm, nithere Erlauterung siche Text).

6.3.3 Parvalbumin (PV)
6.3.3.1 Kontrolltiere

Bel der Anayse der mit Parvalbumin (PV) markierten Schnitte zeigt sich ein
charakteristisches Verteilungsmuster. Es stimmt bei den Kontrolltieren mit bereits erfolgten
Untersuchungen Uberein (Arai et al., 1994). Es werden fast ausschliefdlich Neurone und
Boutons dargestellt.

In den Schichten 11-VI des Neokortex sind die meisten Zellen markiert. Der Allokortex ist in
allen Schichten mit PV-positiven Neuronen durchzogen. Im Hippocampus zeigt sich eine

kraftige Markierung der Fascia dentata. Im lateralen Teil des Striatum sind ebenfalls relativ
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grof3e Neurone angeféarbt. Im kaudalen Bereich des Nucleus accumbens ist ein begrenzter
Bereich mit einem Fasernetz sichtbar. Immunpositive Fasern finden sich hauptséchlich im

Bereich des Thalamus.

6.3.3.2 BDV infizierte Tiere

Im Verlauf der BD kommt es zu unterschiedlichen Darstellungen der immunreaktiven
Neurone und Fasern in den verschiedenen Hirnarealen. Im Neokortex wie im Corpus striatum
kommen nahezu unverandert die PV-positiven Neurone und Fasern zur Darstellung (Abb.42).
Ein sicher pathologisch verandertes, aufgetriebenes oder verdicktes Neuron 1&sst sich nicht
darstellen. Im Hippocampus dagegen werden ab dem Tag 38 p.i. nur noch kleine, bipolare

Nervenzellen markiert. Diese Neurone sind aber ebenfalls von einem feinen Fasernetzwerk

umgeben, ohne dal’ sich weitere morphol ogische Auffélligkeiten finden lassen.

Abb. 42; 'V im Neokortex eines Kontralltieres (A) und am Tag 14 p i (B) (Immunhistoche-

mie mit monoklonalem PV-Antikorper, DAB Firbung, MaBstab 80um, nihere Erlauterung

siche Text).
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6.3.4 Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP)
6.3.4.1 Kontrolltiere

Die immunhistochemischen Untersuchungen des Vasoaktiven Intestinalen Polypeptids (VIP)
stimmen bei den gesunden Kontrolltieren mit bereits vorliegenden Untersuchungen tberein
(Bayraktar et al., 1997, Morrison et al., 1984).

Die VIP-positiven Neurone sind hauptsachlich in den Kortexschichten 11-1V lokalisiert. Die
meist bipolaren Neurone sind dabei hauptsachlich radidar ausgerichtet und bilden ein
charakteristisches kolumnéres System aus. Die Zellaudaufer der markierten Neurone sind
sehr fein ausgebildet und Uber mehrere Schichten sowohl nach kranial as auch caudal zu
verfolgen. Nur vereinzelt reichen markierte Axone und Dendriten an das Corpus Callosum

heran.

6.3.4.2 BDV infizierte Tiere

Im Verlauf der BD zeigt sich sowohl am Tag 7 p.i., und weiter Uber den Tag 9 p.i. hinaus,
eine nahezu unveranderte Darstellung der immunreaktiven Neurone mit ihrem feinen,
saulenartig ausgerichteten Fasernetz. Am Tag 15 p.i. werden im Gegensatz zu den
Kontrolltieren jetzt im Tuberculum olfactorium Neurone und im Nucleus accumbens Fasern
markiert. Die immunpositiven Neurone sind jedoch von gleicher, feiner Zeichnung und
Struktur, wie die sonst in den Kontrolltieren an anderer Stelle markierten Zellen. Fur die
Prédilektionsstelle der BD, den Hippocampus, ist folgendes festzustellen: die normalerweise
in geringer Anzahl vorhandenen VIP-positiven hippocampalen Neurone (Leonhardt et al.,
1987) werden mit zunehmender Dauer der BD nahezu unverandert markiert, ohne dai3 sich
sichere Anzeichen fur degenerative Veranderungen finden lassen.

Soweit man die Morphologie lichtmikroskopisch beurteilen kann, zeigen sich in der Phase bis
Tag 15 p.i. im Neokortex und im Hippocampus bei keinem der untersuchten und infizierten

Tiere sicher pathologisch verénderte Neurone oder Fasern.
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7 Diskussion

7.1 Bornaproteine (p38, p24)

Die Verteilung und subzellulére Lokalisation der Bornaproteine p24 und p38/39 zeigen mit
einer Betonung des praefrontalen Kortex in der frihen préencephalitischen Phase (bis Tag 10
p.i.) in den neokortikalen Arealen folgende Unterschiede (siehe auch Kap.6.1.1): das p24-
Protein ist in diesen Arealen bis zu den Tagen 7-9 p.i. stérker und friher exprimiert als das
p38-Antigen. Ab dem 10. bzw. 11. Tag p.. sind keine Unterschiede mehr im
Verteilungsmuster beider BDV -Antigene auszumachen. Im Hippocampus sind von Beginn an
keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung oder dem Zeitpunkt des Auftretens der
Bornaproteine zu finden.

Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen, die ab dem Tag 9 p.i. infizierte Neurone in den
Hippocampusregionen CA 3 und CA 4 fanden (Carbone et al., 1987), zeigen in der
vorliegenden Untersuchung die ersten Neurone bereits ab Tag 5 p.i. Antigenexpression.
Darliber hinaus werden beim p38 Protein bereits am Tag 3 p.i. — beim p24 etwas spéter -
infizierte Astrozyten gefunden. Diese Zellen liegen bevorzugt im Neokortex in direkter
Umgebung ebenfalls infizierter Neurone. Die unterschiedliche Lokalisation auf subzellul&rer
Ebene - das p38-Protein liegt vorwiegend im Zellkern, wahrend das p24 Uberwiegend
zytoplasmatisch lokalisiert ist (siehe Abb.16) - ist bereits friher beschrieben worden (Pyper
und Gartner, 1997). Die Untersuchung von Pyper, in der eine Subklassifikation der Proteine
p38 und des um 13 Aminosduren grofReren p39 durchgefthrt wurde, ergab ene
zytoplasmatische und nukledre Verteilung des p38-Proteins und eine ausschliefdliche nukledre
Lokalisation des p39-Bornaproteins mit einer doppelt so hohen Konzentration wie das p38-
Protein.

Die Tatsache, dass das p24 hauptsachlich im Zytoplasma, das p38 vorwiegend im
Zellnucleus exprimiert wird (Abb.16, 17), kénnte die Ursache fir die in der vorliegenden
Untersuchung gefundene unterschiedlich schnelle Ausbreitung und Verteilung der
Bornaproteine in der Frihphase der BD sein. Moglicherweise werden die im Zytoplasma
lokalisierten Proteine schneller Uber den intraaxonalen Transport verbreitet. Zusétzlich
scheint aufgrund der komplexen Darstellung der markierten Neurone auch ein Transport in
die Dendriten zu bestehen.
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Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass das p24 mit dem p39-Protein einen Komplex
bilden kann (Berg et al., 1998). Die Funktion des p24 Proteins und dieses Komplexes sind
noch unbekannt. Bei dem p38 Protein kdnnte es sich um das Nucleocapsid des Bornavirus
handeln (Pyper und Gartner, 1997).

Da das Virus im Zellkern repliziert wird (Cubitt et al., 1994), kdnnte das p38 Protein nach
Anhéngen der 13 Aminosauren im Zytoplasma als p39 in den Zellkern zuriickgeschleust
werden, um in der Folge die VirussRNA aufzunehmen. Anschlief3end konnte es wieder
ausgeschleust werden und mit dem p24-Protein komplexieren. Bei der folgenden
intraaxonalen Ausbreitung wurde dann die Disseminierung von p24- und p38-haltigen Viren
oder Viruspartikeln gemeinsam erfolgen, wie sie dann ab Tag 10 p.i. auch zu finden ist.

Fur den Modus der Virusausbreitung im ZNS wird bisher hauptséchlich der intraaxonale
Weg favorisiert (Carbone et al., 1987). Hierfir sprechen auch die Befunde der vorliegenden
Untersuchung Uber die Expression Borna-spezifischer Antigene. Besonders in der Frihphase
der Infektion, aber auch bei chronisch erkrankten Tieren - also in der postencephalitischen
Phase - fdllt eine betonte intraneuronale Konzentration der Bornaproteine auf. Die
Farbungen in der Frihphase erinnern an Golgiversilberungen, bei denen das gesamte Neuron
einschliefdich der feinsten Fortsdtze wie Axon oder Spine-besetzten Dendriten markiert
wird. Diese Verdnderungen werden in der vorliegenden Arbeit durchgehend - auch in den
spateren Phasen der Infektion - in Neuronen und Astrozyten gefunden.

Jedoch fallt auf, dass mit zunehmender Progredienz der BD die feine, filigrane Architektur
der Neurone nicht mehr zur Darstellung kommt. Die Fortsétze , brechen in ihrem Verlauf
bereits kurz hinter dem Zellleib ab, der plump und aufgetrieben wirkt. Es konnte sich um eine
Folge unterschiedlicher Proteinkonzentrationen in einzelnen Zellkompartimenten handeln.
Diese Veranderungen sind dann durch die Immunhistochemie moglicherweise nicht mehr
oder nur teilweise nachweisbar. Am ehesten handelt es sich um eine Blockade im

Transportsystem der Neurone.

Beziglich neurodegenerativer Veranderungen ist festzustellen, dass etwa zeitgleich (Tage 9-
15 post infectionem) mit dem gehaduften Auftreten von Bornaproteinen und degenerativen
Prozessen z.B. im Kortex (Abb. 16) die Zahl der Apoptosen im Kortex zuzunehmen scheint
(Bilzer et a., 1998). In friheren Untersuchungen werden mégliche Interaktionen des BDV
mit den Regulatormolekilen Immediate Early Genes (IEG) diskutiert, die Apoptosen
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ausl6sen konnen (Morimoto et a., 1996). Fir den M. Alzheimer ist ein Anstieg der IEG (z.B.
dem c-fos Protein) im Bereich des Hippocampus beschrieben (Zhang et al., 1992). Auch das
HIV Hullprotein gp120 kann Apoptosen induzieren, was den Verdacht einer moglichen
BDV-Proteininteraktion mit weiteren zellulédren Proteinen oder second-messenger Kaskaden
stitzt (Muller et al., 1998).

Neueste Untersuchungen lassen vermuten, dass durch die direkte Interaktion des p24
Proteins mit dem Nervenwachstumsfaktor Amphoterin ein unmittelbarer Schaden in der
Entwicklung des Gehirns entstehen kénnte (Kamintani et. a., 2001). Derartige Interaktionen
konnten zu neurodegenerativen Verdnderungen beitragen, die durch das nicht-zytopathogene
BDV hervorgerufen werden. Weitere Ergebnisse haben gezeigt, dass das ebenfals an der
Zelloberflache exprimierte p38 des BDV ein Hauptangriffsziel der CD8" T-Zellen ist und
somit ein wichtiges Epitop fur den Pathogenitétsmechanismus und die Virusausbreitung des
BDV darstellt (Planz et al., 1998).

Darliber hinaus aber ist eine Neuron-Astrozyt oder Astrozyt-Neuron Virusiibertragung
anzunehmen, da in den eigenen Untersuchungen am Anfang der BDV-Infektion (Tage 3-5
p.i.) immer wieder Cluster von Neuronen mit umgebenden Astrozyten zu finden sind.
Ausbreitungen via Zell-Zellkontakt Uber gap junctions konnten hier in Frage kommen
(Perlman et al., 1995). Bei anderen Virusinfektionen, wie beispielsweise der Maus-Hepatitis-
Virus-Infektion (MHV), wird ebenfalls dieser Ausbreitungsmodus diskutiert (Perlman et al.,
1995). Bei dieser experimentellen, intranasalen Infektion erfolgt die Virusausbreitung - wie
beim BDV - Uber die olfaktorischen Nerven bis in das ZNS. Zusétzlich scheint es neben der
Virusausbreitung auch neurodegenerative Effekte zu geben: der im Rahmen experimenteller
viraler Tumortherapien entdeckte sogenannte bystander-Effekt konnte ebenfalls auf der Zell-
Zell Verbindung via gap junctions beruhen. Hierbei handelt es sich um die Beobachtung, dass
im Falle einer antiviralen Tumortherapie - bel zuvor in die Tumorzelle eingeschleusten
herpes simplex thymidin kinase genen (HSVtk) - nicht nur die HSVtk-Gen exprimierenden
Zellen zugrunde gehen, sondern auch benachbarte, nicht-modifizierte Zellen degenerieren
(Dilber et al., 1997).

Bel BDV-infizierten Ratten zeigt sich bis zum Tag 5 p.i. ausschliefdlich eine Expression von
Virusantigen in gefal3flankierenden Astrozyten, also im Bereich der Membrana limitans gliae
perivascularis, bevor sich ab Tag 5 p.i. BDV-Antigen auch in Neuronen darstellen 1&3t.
Bisher wird postuliert, dass die BD erst nach einem Kontakt des BDV mit dem Immunsystem

in der Peripherie entsteht. Durch das sogenannte Lymphozyten-Priming sollen die Zellen des
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Immunsystems aktiviert werden und dann im Gehirn die entziindliche Reaktion hervorrufen.
Dieser Annahme steht die Beobachtung entgegen, dass intranasal infizierte Ratten (die
infektibse Losung wird dabel vorsichtig in die Nasenlocher getropft) ebenso an der BD
erkranken wie intrazerebral infizierte Tiere. Bei der intranasalen Infektion liegen also weder
eine Lasion der Blut-Hirn-Schranke (BHS) durch experimentelle Manipulation - wie bei der
intracraniellen Infektion - noch periphere Verletzungen und Kontakte mit Lymphozyten vor.
Dieser Ansatz wird bisher aufgrund moglicher Mikroladsionen der Nasenschleimhéute und
somit einem peripheren Kontakt mit dem Immunsystem bezweifelt.

Die hier gefundenen Ergebnisse lassen folgenden Verdacht aufkommen: im Vordergrund

steht dabei die Hypothese der Antigenprasentation durch die Astrozyten im Gehirn, die zum
Anstol3 der Immunpathogenese der BD fuhren konnte. Lewis-Ratten mit in das Hirngewebe
eingeheilten Sonden (Katheter) wurden durch diese - d.h. bei intakter BHS - infiziert und
erkrankten ebenfalls an der BD, wenn auch zu einem spéteren Zeitpunkt (personliche
Mitteilung, Bilzer). Dartber hinaus fand sich in der vorliegenden Untersuchung BDV-
Antigen zuerst in Astrozyten und spater in Neuronen. Fraglich bleibt ob die Uberwindung der
BHS durch das BDV mit einer Expression von BDV-Ag in Astrozyten am Beginn der BD
steht. Bereits bekannt ist die Fahigkeiten von Astrozyten bei der BD as Antigen-
présentierende Zellen fungieren zu kdnnen (Richt und Stitz, 1992). Von Bedeutung konnte in
diesem Zusammenhang die verstarkte Exprimierung von IFN-y, IL-1, IL-1a, IL-6, TNF-a
und von den Immediate Early Genes (IEG) c-fos und egr-1 (s. auch Kap. 2) in der Frihphase
der BD sein, da diese Molekile von aktivierten Astrozyten bei einer Infektion exprimiert
werden konnen (Eddlestone, 1993).
Da die Viruskonzentration bel in vitro-Untersuchungen ohne direkten Zellkontakt fir eine
effektive Infektion zu gering zu sein scheint (de la Torre et a., 1998), wird gerade die
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke mit einer mutmaflichen Infektion ortsansassiger Zellen
(in diesem Fall der Astrozyten) durch einen direkten Zell-Zell-Kontakt diskutiert. Anders as
bei den Astrozyten wurden bisher von keiner Untersuchergruppe BDV-infizierte
Endothel zellen gefunden.

Nach Infektion mit dem BDV konnten BDV-Proteine Uber unterschiedliche Mechanismen
zum Zelluntergang von Neuronen beitragen: neben Interaktionen mit intrazelluldren
Proteinen und second-messenger Zellkaskaden (Mller et al., 1998) wie z.B. der Apoptose

(Bilzer et a. 1998) kommt wahrscheinlich auch ene mechanische Blockierung
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intrazellulérer Kompartimente und Transportsysteme durch die enorme Proteinanhaufung im

Sinne einer Borna-assoziierten Neurodegeneration (BaN) in Frage.

7.2 Neurotransmitter

7.21  Tyrosinhydroxylase (TH) und Dopaminbetahydroxylase (DBH)

Bisher gibt es wenige Studien Uber Neurotransmitterverdnderungen bei der BD (Gies et dl.,
1998, Gies et a., 1998a, Bilzer und Stitz, 1997, Solbrig et a., 1996, Lipkin et a., 1988). Bel
den gesunden Kontrolltieren stimmen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung mit
friheren immunhistochemischen Analysen Uberein (Chan-Palay et al., 1984, Hokfelt et al.,
1977, Hokfelt et al., 1976) .

Die besondere Klinik BDV-infizierter Ratten mit Verdnderungen des Bewegungs- und
Verhaltensmusters sowie des Lernverhatens (s. Kap.2.3) spricht fir einen Dopaminmangel.
Wie Untersuchungen gezeigt haben, ist bei einem Anstieg der TH eine vermehrte Expression
von Dopamin zu sehen (Sutoo et al., 2001). Genauso ist der Dopamin-Level erhoht, wenn in
eine Zellkultur aus Corpus striatum-Zellen die TH Uber Vektoren eingeschleust wird (Geller
et a., 1995). Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass der Dopamin-Level im Neostriatum
und Nucl. accumbens bei einem Abfall der TH in diesen Bereichen und im Nucl. septi
lateralis gesenkt wird (Akiyama et al., 1992). Mdglicherweise tragen auch bel der BDV-
Infektion die verminderte TH-Prasenz und der Rickgang des TH-Fasernetzes zu einer
reduzierten Dopaminkonzentration bei. Das TH-Fasernetz ist im frihen Stadium (d.h. in der
praencephalitischen Phase bis etwa Tag 10 der BDV-Infektion) noch physiologisch
konfiguriert. Danach zeigt es bis zum Tag 15 p.i. eine kontinuierlich abnehmende Reaktivitét,
die mit einer vermehrten Expression von TH in Gliazellen einhergeht. Das deutet auf eine
neuronale Degeneration oder zumindest eine pathologische Freisetzung von TH hin.
Stérungen des monoaminergen Systems wurden bereits beschrieben (Solbrig et al., 1995).
Neben leicht abnehmenden Dopaminkonzentrationen im praefrontalen Kortex und im Nucl.
accumbens wurde in diesen Arealen ene leichte, nicht signifikant verringerte
Rezeptorendichte nachgewiesen. Aufgrund der Tatsache, dass Dopamin im praefrontalen
Kortex fur die Planung und Organisation der Motorik wichtig ist, kamen Solbrig et al. zu dem
Schluf, dass im Rahmen der BD die Verhaltensauffélligkeiten hierin mitbegrindet sein
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koénnten. Die klassische Erkrankung des dopaminergen Systems beim Menschen ist der M.
Parkinson mit einer ebenfalls pathologisch erniedrigten Dopaminkonzentration, die zu den
bekannten Verénderungen von Verhaten und Motorik fuhrt. Die Symptome der BD kénnten
nach Ansicht des Autors somit zum Teil auf die reduzierte TH-Reaktivitéat und die Zerstérung

des TH-Fasernetzes mit konsekutivem Dopaminmangel zuriickgefihrt werden.

Auch die immunhistochemischen Farbungen der Dopaminbetahydroxylase (DBH) an den
gesunden Kontrolltieren stimmen mit friheren Untersuchungsergebnissen dberein  (Asan,
1993, Milner und Bacon, 1989, Swanson und Hartman, 1975).

Bei der DBH kommt es ebenso wie bei der TH zu einer Reduktion in der Expression des
DBH-Fasernetzes und somit vermutlich zu einer zusétzlich dampfenden bzw. inhibierenden
Wirkung auf das noradrenerge System (die DBH setzt Dopamin zu Noradrenalin um). Damit
wird die noradrenerge Kontrolle beeintrachtigt, die physiologischerweise unter anderem Uber
das kardiovaskulére System, die Steuerung der Atmung, die Stredampfung und das
Hypothalamus-Hypophysen-System, zu einer gesteigerten Aufmerksamkeit fahrt (,, arousal” -
Reaktion, Zilles und Rehkamper, 1993).

Die hier beschriebenen morphologischen Verdnderungen von DBH im Hippocampus, im
praefrontalen Kortex, dem Septum und dem Diagnonalen Band von Broca (DBB), kénnten
mit funktionellen Stérungen in den engmaschigen Verschaltungen des limbischen Systems,
wie zB. dem Papez-Kreis einhergehen. Die auf diese Weise gestorten
Regulationsmechanismen im limbischen System und noradrenergen System konnten die
Verhaltens- und Lernstérungen bel der BD, wie sie in mehreren Studien nachgewiesen
wurden, zumindest teilweise erklaren (Carbone et al., 1998, Grabner et al., 1998, Solbrig et
al., 1995, Bautistaet al., 1994).

Auch fir andere Virusinfektionen sind &hnliche Stoérungen beschrieben worden.
Untersuchungen an Mausen, die mit dem LCM-Virus (Lymphozytisches Choriomeningitis
Virus, LCMV) infiziert wurden ergaben ebenfalls eine Stérung von Neurotransmittern.
Dieses ebenfalls nicht-zytopathogene Virus wurde in somatostatinhaltigen Neuronen
nachgewiesen, ohne jedoch offensichtliche morphologische Schaden zu verursachen. Es
fuhrte zu einem reduzierten MRNA-Level von Somatostatin im Gehirn (Lipkin et al., 1988).
Fur ein weiteres Virus sind Veranderungen im Neurotransmitterstatus der infizierten Wirte

nachgewiesen, die denen bel der BD nahekommen: bel Mausen, die mit dem VEE-Virus
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(Venezuelan Equine Encephalomyelitis Virus, VEEV) infiziert waren, wurde ein leicht
herabgesetzter Serotoninumsatz festgestellt (Lima et a., 1987). Das VEEV |0ste dabei eine
Encephalitis aus, die bei den erkrankten Mausen u.a. Hypokinesien, Paraplegien der
Hinterbeine und insgesamt eine Lethargie hervorrief. Im Rahmen dieser Encephalitis wurden
weitere  Transmitterstorungen  nachgewiesen. Sowohl die TH as auch die
Cholinacetyltransferase (ChAT) zeigten im Laufe der Infektion eine abnehmende Aktivitat
(Limaet al., 1987).

Gies et al. beschrieben 1998 fur die BD deutliche Veranderungen der Faserbahnen im
cholinergen System. Wahrend die cholinergen Neurone des basalen Vorderhirns keine
wesentlichen Veranderungen erkennen liessen, wurden an den Faserbahnen zu Kortex und
Hippocampus bereits ab Tag 6 ,, geschwollene* Bouton-artige Strukturen und ,, pathol ogische*
Axone gefunden. Insgesamt zeigte das cholinerge Fasernetze sowohl auf Ebene des
Neokortex als auch des Hippocampus einen erheblichen Rickgang. Diese abnehmende
Faserdichte wurde begleitet von einer vermehrten Expression von ChAT in Gliazellen (Gies
et al., 1998, vorliegende Untersuchungen).

Es wird vermutet, dass das monoaminerge System und die TH als limitierendes
Syntheseenzym eine Rolle in der Pathogenese von schwereren Depressionen, Schizophrenien
und Morbus Parkinson spielen. Uberhaupt wird bei Neurotransmittern ein aktives Eingreifen
in den Zellstoffwechsel der Neurone nicht mehr ausgeschlossen (Mallet, 1996): bei
Stérungen konnten sie damit direkt an neurodegenerativen Prozessen beteiligt sein und unter
Umsténden nicht mehr nur a's Indikatoren nekrobiotischer V orgénge angesehen werden.

Es erscheint schwierig, eine unmittelbare Beteilligung der Transmitter an
neurodegenerativen Prozessen zu beweisen. Tatséchlich wird aber der Uberwiegende Teil der
sogenannten klassischen neurodegenerativen Erkrankungen, wie der M. Alzheimer oder der
M. Parkinson, durch ihre entsprechende Klinik und die ursachlichen Veranderungen im
Neurotransmitterstatus  bestimmt oder definiert. Die Symptomenkomplexe der BD zeigen
zum Teil groRe Ahnlichkeit mit neurodegenerativen (neurologischen und psychiatrischen)
Erkrankungen des Menschen. Inwieweit das BDV as Ausléser oder Kofaktor solcher
Erkrankungen des Menschen in Frage kommt, l&sst sich zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht
beantworten.

Die Beispiele der TH und DBH (und auch der ChAT) zeigen, dass es bel der BDV-Infektion
kortikale Projektionssysteme gibt, die erstens deutliche morphologische Veranderungen und

zweitens eine im Verlauf der Erkrankung abnehmende Neurotransmitter-Expression zeigen.
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Dadie Aktivitdt der TH in der Immunhistochemie bereits préencephalitisch (bis zu den Tagen
10-15 p.i.), aso vor Beginn der zelluldaren Immunantwort abnimmt, scheint ebenso wie bel
der DBH auch ein Synthesedefekt im Sinne eines Enzym- oder Transmittermangels -

kombiniert mit einer axonalen Transportstérung - moglich zu sein.

Im progredienten Verlauf der BD (nach Tag 24 p.i.) wurden in dieser Untersuchung nicht nur
immer weniger Transmitter-positive Fasern, sondern auch immer mehr TH- und DBH-
positive Astrozyten und Mikroglia (diese werden vereinzelt schon ab Tag 13 p.i.) gefunden.
Moglicherweise handelt es sich hierbel um eine Reaktion auf degenerative kortikale Prozesse,
bei der freigesetzte Transmitterstoffe aus (untergegangenen) Neuronen von den umgebenen
Zellen aufgenommen werden. Die Verédnderungen der Astrozyten selbst ist in dieser
Untersuchung - wenn Uberhaupt vorhanden - as sehr diskret zu bezeichnen. GFAP-
Markierungen von Kontrolltieren und infizierten Tieren am Tag 15 p.i. ergaben kaum
Unterschiede in Zellanzahl oder Morphologie. Festzuhalten bleibt, dass die
transmitterproduzierenden Zellen im Hirnstamm offensichtlich nicht degenerieren und eine
normale Struktur und Immunreaktion zeigen. Es konnte sich - im Falle von TH und DBH -
also um eine anhaltende Transmitterproduktion bei zugrundegegangenen Fasern und Axonen
in den Zielgebieten handeln.

Bel kontinuierlichem Rickgang der TH- und DBH-Fasernetze hat sich das BDV nach mehr
alsdrei Wochen (21-30 Tage p.i.) in nahezu alle neo- und allokortikalen Anteile ausgebreitet.
Zu diesem Zeitpunkt erreicht die Immunpathol ogie ihren Hohepunkt. Die floride Encephalitis
mit zelluldren Infiltraten aus dem Monozyten-Makrophagen-System (MMS) etc. und der
zentralen Rolle der CD 8" T-Lymphozyten bei der Zelldegeneration sind bekannt (Bilzer und
Stitz, 1994, 1993). Die Ursachen fur vakuolare oder gar spongiforme Degenerationen bereits
in der préencephalitischen Phase und die fortschreitende Hirnatrophie in der
postencephalitischen, chronischen Phase sind jedoch weitgehend ungeklart (Bilzer et al.,
1995, Bilzer und Stitz, 1994, 1993, Planz et al., 1993, Narayan et al., 1983, Narayan et al.,
1983a). Es ist denkbar, dass bei der BD mehrere konkurrierende Pathomechanismen
existieren, die schliefdlich in eine gemeinsamen Endstrecke minden. Bei der (zelluldren)
Immunantwort mit der zentralen Rolle CD8" T-Lymphozyten (Bilzer und Stitz, 1993) spielen
zusétzlich die freigesetzten Zytokine (z.B. Perforin) fur die Meningoencephalomyelitis und
die Neurodegeneration eine entscheidende Rolle (Sobbe et a.,1997). Dartiber hinaus finden
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sich in der vorliegenden Arbeit Hinweise, dass die Neurotransmitter TH und DBH selbst
aktiv an degenerativen Prozessen beteiligt sein kénnten.

Zwel Ergebnisse stiitzen diese Hypothese. Dafr kénnte sprechen, dass die Expression von
BDV-Proteinen und die Defekte in den Neurotransmittersystemen zeitgleich - und zumindest
teilweise - unabhangig von Entzindungsreaktionen auftreten. Allerdings konnten in
Parallelschnitten mit der Spiegel-Technik keine Ko-Lokalisationen von BDV-Proteinen und
TH- bzw. DBH-Defekten gefunden werden. Auch die Art der morphologischen
Verdnderungen bei TH- bzw. DBH-Fasern einerseits und BDV-infizierten Neuronen
andererseits unterscheidet sich. Insofern fehlen immunmorphologische Hinweise auf eine
direkte Wechselwirkung zwischen BDV-Proteinen und den Defekten der hier beschriebenen
Neurotransmittersysteme. Vorstellbar wéren neben direkten Interaktionen des BDV mit dem
Genom der Wirtszelle eine Stérung des Stoffwechsels auf Ebene der Zellorganellen, die z.B.
eine Synthesestorung der Neurotransmitter bewirken konnte.

Fir andere Neurotransmitter (z.B. Glutamat) sind neurodegenerative Wirkungen bereits
bekannt. Sowohl bel akuten Erkrankungen - wie z.B. Hirninfarkten - as auch langsam
progredienten, neurodegenerativen Erkrankungen - wie dem Morbus Alzheimer - sind die
Glutamatkonzentrationen stark erhoht. Als Pathomechanismen werden hierbei direkte
Synapsenschaden oder Beeintrachtigungen des Glutamattransporters diskutiert (Madliah et
al., 1996). Katecholamine konnen in dhnlicher Weise gewebsschadigend wirken, da sie tber
einen Hyperglykdmieeffekt Ischdmien férdern und verlangern konnen. Durch
vasodilatierende Wirkung konnen solche Effekte noch verstarkt werden (Chan et al., 1996,
sieche auch Kap.7.4 VIP). Umgekehrt konnen Katecholamine bei Apoplexie in der
postischdmischen Phase durch die Aktivierung noradrenerger Projektionsbahnen zum
Vorderhirn ebenso protektiv wirken (Blomquist zit. nach Chan et a., 1996). Die
kontinuierlich abnehmende Reaktivitdt der TH- und DBH-Fasernetze bereits in der
praencephalitischen Phase der BD verhindert somit moglicherweise zusétzlich eine protektive

Gegenregulation des dopaminergen Systems auf die BDV -Infektion.

7.2.2 Cholinacetyltransferase (ChAT) und
Vesikulérer Acetylcholin-Transporter (VACHT)

Die Analyse der mit dem monoklonalen Cholinacetyltransferase-Antikoérper (ChAT)

markierten  Hirnschnitte ergibt  Ubereinstimmungen mit  bereits  durchgefiihrten
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Untersuchungen Uber das cholinerge System (Gies et a.,1998). Die Ergebnisse der mit dem
monoklonalen  Vesikulé&ren-Acetylcholintransporter-Antikorper  (VAChT)  markierten
Kontrolltiere stimmen ebenfalls mit bereits erfolgten Untersuchungen Uberein (Arvidsson et
a., 1997). Ein unterschiedlich stark ausgeprégter Rickgang der ChAT-positiven
Markierungen bis zum Tag 14/15 p.. ist bel dlen infizierten Tieren festzustellen. Im
Hippocampus sind die Ergebnisse einheitlich: hier zeigen alle BDV-infizierten Ratten eine
deutliche Abnahme der ChAT-Reaktion. Der zweite eingesetzte cholinerge Marker, VAChT,
ist in vielen cholinergen Neuronen des ZNS héufig, jedoch nicht immer mit der ChAT
kolokalisiert (Arvidsson et a., 1997). Es existieren sowohl im Neokortex als auch
Hippocampus ChAT-positive Neurone, die keine mRNA oder Proteine von ChAT oder
VACHT enthalten (Ichikawa et al., 1997). Trotzdem haben Experimente gezeigt, dass beide
Marker offensichtlich geeignet sind, die Axonterminalen des cholinergen Systems zu
analysieren (Ichikawaet al., 1997).

Die VAChT-Markierung scheint - zumindest teilweise - intakt zu sein: die VAChT-Vesikel
lassen keine deutliche Anderung im Verlauf der BD erkennen. Allerdings sind einige
VAChT-positive, aufgetriebene Axone as moglicher Hinweis auf pathologische
Veranderungen in den synaptischen Vesikeln zu werten. Dagegen treten bei den ChAT-
Markierungen offensichtlich schwere Stérungen auf, und die Dichte ChAT-positiver Neurone
nimmt wahrend der BD ab. Diese zum Teil unterschiedlichen Ergebnisse beider Marker
innerhalb des cholinergen Systems legen die Vermutung nahe, dass es sich eher um eine
funktionelle und weniger um eine strukturelle Stérung handeln konnte. Andererseits
erscheinen bei ChAT und VAChHT aufgrund der unregelmaliigen Kolokalisation in Kortex
und Hippocampus (s.0., Ichikawa et a., 1997) trotz der engen funktionellen Verbindung
beider Enzyme auch morphologische Verénderungen moglich zu sein. Da beide Enzyme im
cholinergen System sehr eng miteinander verknUpft sind, ist schwer zu erkléren, warum die
ChAT-Markierungen deutliche Veranderungen zeigen, wahrend der VAChT weitgehend
unbeeinflusst zu sein scheint (s.0.). Mdglicherweise handelt es sich um eine durch die BDV-

Infektion veranderte Antigenitdt von ChAT oder aber eine ausgel dste Synthesestérung.

7.3 Kalzium-bindende Proteine (KbP)

Die Farbeergebnisse bei den gesunden Kontrolltieren stimmen mit friiheren Untersuchungen

Uberein (Résibois und Rogers, 1992, Rogers, 1992, Nieuwenhuys, 1985). Die Veranderungen
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im Status der Kazium-bindenden Proteine (KbP) in der Frihphase der BD sind
unterschiedlich stark ausgepragt. Sowohl bel den Calretinin- (CR) as auch den Calbindin-
(CB) Markierungen lassen sich kaum Unterschiede ausmachen. Vereinzelt werden im Laufe
der Infektion etwas préagnantere Fasern markiert (Tag 15 p.i.), morphologisch sind aber keine
eindeutigen Degenerationen von Neuronen darstellbar, wie etwa bei der TH/DBH oder den
Bornaproteinen. Ebenso sient man beim Parvalbumin (PV) weder in den frihen, mittleren
noch spéten Infektionsstadien eindeutige Zeichen einer Degeneration markierter Neurone.

Insgesamt sind die Ergebnisse der KbP schwierig zu interpretieren, da der Kalziumhaushalt
unter anderem starke Auswirkungen auf die Immunhistochemie hat, und es zu
Farbeartefakten bel erhdhten Kalziumspiegeln kommen kann (Winsky et al., 1995, 1989).
Die Verénderungen der KbP sind insgesamt wahrscheinlich als funktionelle Stérungen zu
beurteilen. Es werden im Laufe der BD zwar unterschiedliche Markierungsmuster gefunden,
die morphologische Analyse der reaktiven Zellen und Fasern ergibt jedoch keine eindeutigen
Veranderungen, die man als degenerativen Prozef3 der Neurone selbst deuten konnte. Da es
bereits in der frihen, préencephalitischen Phase der BD zu deutlichen, reaktiven
Veranderungen - wie der spongiformen Auflockerung des Neuropils — kommt
(Schwerdtfeger, 1996, personliche Mitteilung, Bilzer, eigene Untersuchungen), ist bei einer
Dysregulation der KbP zu diskutieren, ob nicht dadurch eine Borna-assoziierte
Neurodegeneration unterstitzt werden konnte. Gerade die Spétphase, in der keine
Immunpathologie im eigentlichen Sinne mehr exitiert, ist durch eine fortschreitende
Neurodegeneration bisher unbekannter Ursache gekennzeichnet (Bilzer und Stitz, 1996,
1994).

Bestehende Untersuchungen gehen davon aus, dass Proteine wie CR, CB oder auch PV
wichtige Aufgaben z.B. bei der Regulierung der Kalziumhomoostase, des Aufbaus des
Zytoskeletts, der Enzymaktivierung und der Zelldifferenzierung erfillen (Heizmann, 1993,
siehe Kap.3.6.1). Auf eine Verschiebung dieses Gleichgewichtes scheinen besonders die
Nervenzellen empfindlich zu reagieren. In vitro Versuche haben gezeigt, dass CR-haltige
Neurone eine Kalziumtberfrachtung in grofRerer Anzahl Uberlebten als CR-negative Neurone
(Lukas und Jones, 1994). Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass CR aber auch CB
maoglicherweise mit membranassoziierten oder Membranmolekilen selbst interagieren und
auf diese Weise die Kalziumhomaoostase mitregulieren (Winsky und Kutznicki, 1995).

Bel anderen neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS gibt es unterschiedliche

Veranderungen der KbP. Post mortem Analysen von Patienten mit M. Alzheimer und
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Amyotropher Lateralsklerose (ALS) zeigten fir CR keine wesentlichen Unterschiede zu
gesunden Kontrollhirnen (Fonseca und Soriano, 1995, Hof et a., 1994). Umgekehrt sind
deutliche Verénderungen von PV, CB und weiteren KbP (z.B. S-100) bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie dem Morbus Parkinson, Morbus Pick, Morbus Down und bel Epilepsie
beschrieben worden, wobei noch unklar ist, ob es sich bei den KbP um die Auslser der 0.g.
Erkrankungen oder bereits um eine neuronale Gegenregulation handelt (Heizmann, 1993).

Bel einer wichtigen Form der Degeneration kénnten KbP ebenfalls von Bedeutung sein. Bei
der Apoptose sind in zwei Stadien, dem Vollzug des Zelltodes und der Degradation, kalzium-
abhangige Endonukleasen mitbeteiligt (Wagener, 1996). Da die KbP deutlichen Einfluld auf
den Kalziumstoffwechsel nehmen kénnen (s.0.), ist mdglicherweise eine Beeinflussung der
Apoptose - und somit indirekt der Neurodegeneration —denkbar. Apoptosen im Verlauf der
BD wurden bereits nachgewiesen (Bilzer et al., 1998). Angesichts dieser Wechselwirkungen
und der Dysregulation einiger KbP bel neurodegenerativen Erkrankungen (s.0.), erscheint
zumindest ihr mittelbarer Einflu®@ auch auf die Pathogenese der atypischen,
neurodegenerativen BD moglich zu sein. Was die Signal Ubertragung betrifft, so hat das CR
maoglicherweise eine SchlUsselstellung inne. Wie Gulyas et. a. feststellten, existieren im
Hippocampus CR-haltige Interneurone, die andere dort anséssige Interneurone in ihrer
elektrischen Aktivitat kontrollieren konnen. Zusédtzlich haben diese CR-positiven
Interneurone starke Kontakte zu Neuronen (Korbzellen), die Vasoaktives Intestinales
Polypeptid (VIP Kap-7.4) und CB enthalten, nicht aber zu solchen, die PV enthalten (Gulyas
et a., 1996). Inwieweit diese Verschaltungen alerdings eine Relevanz bel der BD haben,
bleibt weiter offen.

Trotz eines fehlenden eindeutigen zelluldren morphologischen Korrelates konnte eine
Dysregulation von KbP aufgrund der engen neuronalen Verknipfung - besonders im
limbischen System - fir die weitreichenden Verhaltens-, Lernstérungen und Symptome der

BD sowie fir die Borna-assoziierte Neurodegeneration mitverantwortlich sein.

74 V asoaktives | ntestinal es Polypeptid (VIP)

Die Untersuchungen der gesunden Kontrolltiere stimmen mit bereits erfolgten Analysen auf
diesem Gebiet Uberein (Bayraktar et al., 1997, Leonhardt et a., 1987). Einige Effekte des
Vasoaktiven Intestinalen Polypeptids (VIP) im ZNS sind die Erregung kortikaler und spinaler
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Neurone, die Regulation des lokalen Blutflusses, die Stimulierung der Glykogenolyse und
der Glukoseverwertung sowie die Zirkadiane Rhythmik. Untersuchungen an Ratten und
Affen ergaben eine hohe Kolokalisation von VIP und CR in kortikalen Neuronen von bis zu
80% und Beeinflussungen des limbischen Systems (Gabbott und Bacon, 1997, Rogers,
1992). VIP-haltige Neurone wirken dabei inhibitorisch z.B. durch Hyperpolarisation und
damit Stabilisierung des Membranpotentials der Zielzelle(n). Sowohl fir das Neuropeptid
VIP as auch die KbP (CR, CB, und PV) gilt, dass sie hauptsachlich in Interneuronen
lokalisiert sind, und zwar in dhnlichen Konstellationen im Neokortex, Hippocampus sowie im
entorhinalen- und piriformen Kortex (Bayraktar et a., 1997, Zilles und Rehké&mper, 1993). Es
zeigt sich, dass die Markierung VIP-positiver Neurone im Hippocampus - die
Konzentrationen des VIP sind beim gesunden Tier normalerweise gering (Leonhardt et al.,
1987) - starker ausfalen, as im restlichen Gehirn. Im Neokortex sind die
Reaktionsénderungen nicht sonderlich signifikant. Auch beim VIP sind weder in den friihen,
mittleren noch spédten Infektionsstadien eindeutige Zeichen einer Degeneration der
markierten Neurone festzustel len.

Es erscheint schwierig, eine mogliche direkte Beteiligung von VIP im Pathomechanismus
der BD nachzuweisen. Es ist vorstellbar, dass durch Anderungen des lokalen Blutflusses im
Kortex und im Hippocampus u.a. Schaden des Neuropils verursacht bzw. beglinstigt werden
konnten. Allerdings sind die in dieser Untersuchung gefundenen Abweichungen zu wenig
charakteristisch, as dass eine weitergehende Vermutung angestellt werden konnte. Die
Relevanz dieses Markers fur die BDV-Infektion und die Pathogenese der BD kann also nur
zurickhaltend bewertet werden. Wie diese genau aussient, kann nur durch weitere
Untersuchungen gezeigt werden. Fir ein anderes Peptid (Cholezystokinin, CCK) wurden
bereits im Rahmen von LCMV-Infektionen (Lymphozytisches Choriomeningitis Virus)
Stoffwechsel veranderungen beschrieben ohne das pathol ogische Verdnderungen der Neurone
nachweisbar waren (Lipkin et al., 1987). Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die
Verdnderungen im VIP Haushalt aufgrund der Lokalisation in Interneuronen und ihrer
neuronalen Verschaltung mit enger Verkniipfung zu den KbP, flr zerebrale Stérungen bei der
BD mitverantwortlich sein kénnten. Auch das VIP stellt einen Indikator fir die Wirkungen
desBDV auf die Botenstoffe des Gehirns dar.
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8 Ausblick

Zwei wichtige Fragen, die sich nach dieser Untersuchung stellen, sind erstens die nach der
Art einer BDV-assoziierten Neurodegeneration (BaN) und zweitens die nach dem moglichen
Krankheitswert und der Gefahr einer BDV -Infektion fir den Menschen. Die Humanpathogen-
itdt mufd angesichts vielfaltiger Indizien (International Bornavirus Meeting, Freiburg 1998,
Haga et a., 1997, Salvatore et al., 1997, de la Torre et a., 1996) zumindest as
hochwahrscheinlich angesehen werden. Neuere Untersuchungen fanden Virus RNA im Blut
eines psychiatrischen Patienten (Planz et al., 1998) und im Gehirn eines Patienten mit
schizoider Psychose (Nakamuraet al., 1998).

Weas die Frage der Pathogenitétsmechanismen betrifft, so bleiben noch immer viele Fragen
ungekléart, wozu auch die nach Proteininteraktionen der Borna-Spezifischen Proteine mit
Membranproteinen, second-messenger Proteinen oder dem Wirtsgenom gehoren (Muller et
al., 1998).Veranderungen im Status wichtiger Neurotransmittersysteme BDV-infizierter Tiere
zeigen systemische Auswirkungen des nicht-zytopathogenen Virus, die in diesem Ausmal3
bisher nicht beschrieben wurden (Gies et al., 1998, Gies et al.1998a, Lipkin et al., 1988). Die
morphologischen Verénderungen (s.0.) der Nervenfasern konnten Ausdruck der BaN der BD
sein.

Zukinftige Untersuchungen sollten zum einen die Rolle der Astrozyten bei der BDV-
Infektion naher beleuchten. Da der Mensch offensichtlich zu den Spezies gehort, die - im
Gegensatz zu Pferd, Schaf und Ratte etc. - keine fulminante Enzephalitis erleiden, kdnnten
solche Untersuchungen wichtige Ergebnisse Uber BDV-spezifische
Pathogenitdtsmechanismen (z.B. Viruspenetration) einerseits und human-spezifische
Abwehrmechanismen andererseits ergeben. Die an der Blut-Hirn-Schranke beteiligten
Astrozyten spielen hierbel moglicherweise eine wichtige Rolle. Interessante Ansédtze
verspricht die kirzlich gewonnene Erkenntnis Uber die Ursache der Adipositasentwicklung im
Verlauf der BD. Da diese offensichtlich mit einer héheren Virus-Infektionsdosis auftritt
(personliche Mitteilung, Bilzer), scheint der jeweilige Immunstatus des infizierten Wirtes der
entsprechenden Spezies von entscheidender Rolle zu sein. Dadie BD in adiptsen Ratten nicht
in gleicher Weise ausbricht wie bei ,normalen* BDV-infizierten Lewis Ratten, ist es leicht
vorstellbar, dass Wirte wie Maus (und Mensch) aufgrund der Konstellation ihres
Immunsystems das BDV besser kontrollieren konnen, und es zu einer entsprechend

geringeren Auspragung der Erkrankung kommt. Die Tatsache, dass auch bei Autopsien
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»hormaler* menschlicher Gehirne BDV-Antigen nachgewiesen werden konnte, unterstreicht
die wichtige Frage nach dem moglichen Krankheitswert einer BDV-Infektion des Menschen
hinsichtlich psychischer und neurologischer Erkrankungen (Carbone et al., 1998, Haga et al.,
1997). Vor einer neuen und moglicherweise im Einzelfall sinnvollen antiviralen Therapie
psychiatrisch/neurologischer Erkrankungen sollte zunéchst die Bedeutung fir den Menschen
ebenso geklart werden wie der BDV-Ubertragungsmodus auf den Menschen.

Die mogliche Rolle der verschiedenen Neurotransmitter fir neurodegenerative
Verdnderungen ist ebenfals ein wichtiges Feld, das weiter analysiert werden sollte.
Angesichts ihrer Bedeutung, die ihnen bel vielen klassischen neurodegenerativen
Erkrankungen sowohl in puncto Klinik als auch Therapie zukommt (M. Alzheimer, M.
Parkinson etc.), ist es wahrscheinlich, dass bel der BD é&hnliche Verkettungen und
Mechanismen existieren, die Uber die hier gefundenen Resultate hinausgehen. Die
Untersuchungen Uber das cholinerge System und die kortikalen Interneurone untermauern
diese Vermutungen (Gies et al., 1998, Gies et al., 1998a). Sollte sich eine kausale Beteiligung
des BDV an neurodegenerativen Erkrankungen des Menschen nachweisen lassen, so kdnnten
Analysen in Tiermodellen Uber Verdnderungen des Transmitterstatus von grof3er Wichtigkeit
sein. Schliefdlich sind es Milverhdltnisse im Stoffwechsel der Neurotransmitter, die bei
neurodegenerativen Erkrankungen nicht nur fir die Pathogenese bedeutsam sind, sondern
auch die bisher einzigen und entscheidenden Therapieansétze liefern. Fur die BD sind diese
Ansdtze zaghaft und werden sehr kontrovers diskutiert. Bereits vertffentlichte Ergebnisse
bezlglich antiviraler Therapieansdtze (Amantadinsulfat) bei psychisch erkrankten Patienten
berichteten von positiven Ergebnissen (s.0., Bode et al., 1997). Neuere experimentelle
Untersuchungen an Ratten sowie in vivo Tests haben dagegen eine antivirale Wirkung von
Amantadin nicht bestétigen konnen (Stitz et al., 1998, Cubitt et al., 1997, Hallensleben et al.,
1997). Eine solche gegen das BDV gerichtete antivirale Wirkung wurde aber kdrzlich fir
weitere Substanzen (Ribavirin, anti-alpha 4 Integrin) in der Zellkultur beschrieben (Mizutani
et a., 1998). Die Anwendung wird weiterhin kontrovers diskutiert.

Das BDV stellt derzeit in Deutschland die haufigste Ursache fiir Meningoencephalitiden bei
Pferden und Schafen dar (Rott und Becht, 1995). Die Tatsache, dass der Erreger mittlerweile
als humanpathogen angesehen werden kann, zusammen mit der weltweiten Verbreitung des

Virus, sollte dazu Anlal3 geben, moglichst rasch in der Evaluierung und Risikostratifizierung

einer BDV-Infektion des Menschen voranzukommen.

Welitere Untersuchungen kénnten sich mit folgenden Ansétzen beschéaftigen:

115



Ausblick 8

Es erscheint sinnvoll, weitere Untersuchungen verschiedener Neurotransmitter auch an
immuninkompetenten Tieren durchzufthren, da in diesem Falle eine noch eindeutigere

Abgrenzung zur Immunpathologie moglich ist.

Eine sinnvolle Erganzung zu diesen Untersuchungen konnten genaue quantitative
Bestimmungen von Neurotransmittern und ihrer Stoffwechselprodukte in Gehirnen

infizierten Borna-Tiere sain.

Ein experimenteller Ansatz wie in dieser hier durchgeflhrten Untersuchung mit
entsprechend vorbehandelten Ratten (z.B. mit Ribavirin/Amantadin etc.) verspricht im
Hinblick auf die (moglichen) Verdnderungen im Neurotransmitterhaushalt ebenfalls

interessant zu sein.

Weitere Forschungsansdtze sollten sich mit den apoptotischen Vorgangen der BD
beschéftigen, die mit Untersuchungen der Immediate Early Genes (IEG) kombinierbar
sind. Hierbei wéare es von Bedeutung, die apoptotischen Zellen erstens genauer zu
klassifizieren, und 2zweitens weitere Erkenntnisse Uber die  Penetrations- und
Interaktionsmechanismen des BDV und seiner Produkte zu gewinnen. Da Uber die
einzelnen Funktionsweise der BDV-Proteine noch viele Fragen offen sind, versprechen

Untersuchungen in diesem Zusammenhang von Interesse zu sain.

Die auch bei dieser Untersuchung gefundenen praenzephalitischen Apoptosen (Daten nicht
gezeigt, Bilzer et al., 1998) lassen weitere interessante Ergebnisse auf dem Gebiet der
Protein- und Zytokinforschung erwarten (Christ et al.,1998). Letzteres wird gestiitzt durch
Untersuchungen an axotomierten Neuronen, die mit dem Brain Derived Neurotropic Factor
(BDNF) behandelt wurden. Hierbel zeigte es sich, dass die mRNA Level der
Acetylcholintransferase - sie féllt im Verlauf der BD deutlich ab - im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen auf einem hoéheren Niveau gehalten werden konnten (Wang et
al., 1997). Diebe der BD bereits gefundenen K onzentrationsschwankungen verschiedener
Zytokine (s. Kap. 2.5) konnten somit fur die BD weiterreichende Auswirkungen haben, a's
bisher angenommen wurde (Christ et al.,1998).
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Abschlief3end bleibt festzuhalten, dass (1) die verschiedenen Analysen Uber das BDV eine
vielgestaltigere Pathogenese als eine reine Immunpathologie vermuten lassen, und dass (2)
die Neurodegeneration durch dieses in vitro nicht-zytopathogene Virus sowohl durch die
Bornaantigene selbst, als auch durch Einflisse der Neurotransmitter und Effektormolekile
(Zytokine) mitbestimmt wird. Mdglicherweise handelt es sich hierbei um eine Borna-
assoziierte-Neurodegeneration (BaN), die durch mehrere Effektoren letztlich auf eine

gemeinsame Endstrecke der klassischen Zelltode (Nekrose, Apoptose) fuhrt.
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