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1- Einleitung

1 Einleitung

1.1 Borna Disease Virus (BDV)

1.1.1

Das Borna Disease Virus (BDV) ist Mitglied der Ordnung Mononegavirales und weist

Klassifikation

eine einstrangige, unsegmentierte RNA negativer Polaritdt auf. Die Organisation des
viralen Genoms entspricht im wesentlichen der anderer Vertreter seiner Ordnung. Vor
wenigen Jahren ist BDV daher als bisher einziger Vertreter des Genus Bornavirus
innerhalb der taxonomisch neuen Familie Bornaviridae klassifiziert worden. Grund
hierflr ist die Kombination einer Vielzahl spezieller Replikationsstrategien, die nukleare
Lokalisation von Transkription und Replikation - einzigartig unter den tierpathogenen

Vertretern der Ordnung Mononegavirales - sowie das deutlich kirzere und kompaktere

Genom.
Ordnung
Familie
Unterfamilie Genus Spezies
Mononegavirales
Bornaviridae Bornavirus Borna Disease Virus (BDV)
Filoviridae "Ebola-like Viruses" Ebola Virus
"Marburg-like Viruses" Marburg Virus
Paramyxoviridae
Paramyxovirinae  Respirovirus Human Parainfluenzavirus 1
Morbillivirus Masern Virus
Rubulavirus Mumps Virus
Pneumovirinae Pneumovirus Human Respiratory Syncytial
Virus (RSV)
Metapneumovirus Turkey Rhinotracheitis Virus
Rhabdoviridae Vesiculovirus Vesicular Stomatitis Indiana
Virus
Lyssavirus Rabies Virus

Ephemerovirus
Novirhabdovirus

Cytorhabdovirus
Nucleorhabdovirus

Bovine Ephemeral Fever Virus
Infectious Haematopoetic
Necrosis Virus

Lettuce Necrotic Yellows Virus
Potato Yellow Dwarf Virus

Tabelle 1. Ubersicht iiber die taxonomische Zuordnung von BDV (nach [1]).
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1.1.2 Struktur und allgemeine Eigenschaften

Friihe Filtrationsstudien, die Hinweise auf eine virale Atiologie der Bornaschen
Krankheit gaben, deuteten auf einen Durchmesser des Erregers von 85-125 nm hin [2,
3]. Elektronenmikroskopisch stellt sich BDV als spharisches Partikel mit 90 nm
Durchmesser dar [4, 5]. Das Molekulargewicht des Virions ist nicht bekannt, seine
Sedimentationsdichte betragt 1,16-1,22 g/cm3 in CsCl, 1,22 g/cm3 in Sukrose und 1,13
g/cm® in Renografin. Bei 37°C besitzt es eine groRe Umweltstabilitit und verliert bei
24stindiger Seruminkubation nur minimal an Infektiositat. Dagegen lasst sich das
Virion durch Erhitzen auf 56°C, saures Milieu (pH 5), organische Ldsungsmittel,
Detergentien, Chlor, Formaldehyd und UV-Strahlung rasch inaktivieren [6]. BDV
zeichnet sich durch einen ausgepragten Neurotropismus und einen nicht-lytischen

Replikationszyklus aus, der in viraler Persistenz mindet.

Abbildung 1. Elektronenmikroskopische Aufnahme von BDV-Partikeln.

Das Virus ist immunchemisch markiert. Erster Ak: Ratten-Antiserum, zweiter Ak: mit
kolloidalem Gold (10 nm) gekoppelte Anti-Ratten-IgG Antikbérpern (elektronendicht),
Negativfarbung mit Uranylacetat, Balken: 50 nm (aus [5]).

1.1.3 Genom

Das RNA-Genom zweier BDV Stamme wurde vollstandig kloniert und sequenziert:
Stamm V [7] und Stamm He/80 [8]. Beide Gruppen konnten zeigen, dass das Genom
von BDV aus einzelstrangiger, unsegmentierter RNA negativer Polaritdt von 8,9
tausend Basen (kb) Lange gebildet wird und komplementare Termini aufweist. Es zeigt

prinzipiell eine Organisation wie andere Mitglieder der Ordnung Mononegavirales, mit
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nur 8,9 kb ist es jedoch deutlich kompakter als das der Rhabdoviridae (etwa 11-15 kb),
Paramyxoviridae (etwa 16 kb) oder Filoviridae (etwa 19 kb). Ermdglicht wird dies durch
den Gebrauch einer Reihe von Transkriptions- und Replikationsstrategien, wie sie in
ihrer Kombination einzigartig innerhalb der Ordnung ist. Dazu z&hlen Uberlappung von
Transkriptionseinheiten, Transkriptionssignalen und Open Reading Frames (ORFs),
unterschiedlicher Gebrauch von Translationsstart- und -stopsignalen, sowie RNA-
Splicing [9].

Die sechs grofien ORFs von BDV sind in 3 Transkriptionseinheiten angeordnet
(s. Abbildung 2). Nur die erste Transkriptionseinheit ist monocistronisch und codiert fiir
das Nukleoprotein (N), von dem die zwei Isoformen p40 und p38 exprimiert werden.
Auf der bicistronischen zweiten Transkriptionseinheit werden die Proteine X (p10) und
das Phosphoprotein (P, p23) von uberlappenden ORFs exprimiert. Das Matrixprotein
(M, atypisches Glykoprotein, gp 18), das glykosylierte Membranprotein (G, Typ 1
Membranprotein, p57, gp94) und die RNA abhangige RNA-Polymerase (L, p190)
werden von der dritten Transkriptionseinheit exprimiert. Dabei werden wie erwahnt
RNA-Splicing, Uberlesen von Transkriptionsstops sowie unterschiedliche Transkrip-
tionsstarts ausgenutzt [9, 10]. Die Variation des Leserasters ist eine zusatzliche
Strategie zur Expression der sechs viralen Proteine von dem kurzen Genom. Die ORFs
von N, P, M and L befinden sich im selben Leseraster, wahrend X im +2/-1 und G im
+1/-2 Raster kodiert sind [7].

Eine geringe genetische Variabilitat mit einer Ubereinstimmung von circa 95% auf
Nukleotidniveau zwischen den beiden Stammen V und He/80 ist ein weiteres Merkmal
von BDV [7, 8].

Kirzlich wurde ein potentiell neuer Subtyp von BDV sequenziert, der sich von den

beiden genannten Stdmmen auf Nukleotidebene um mehr als 15% unterscheidet [11].

54 1165 1272 1877 1833 2321 3996 8822
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| 1
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der relativen Anordnung der 6 ORF (aus [12])

Startcodons (S1-4) und Terminationssignale (E1-4) werden unterschiedlich kombiniert.
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1.1.4 Replikation und Transkription

Als einziger tierpathogener Vertreter der Ordnung Mononegavirales wird BDV im
Zellkern infizierter Zellen repliziert und transkribiert [13-14]. Diese Eigenschaft hat BDV
mit den pflanzenpathogenen Nukleorhabdoviridae (Ordnung Mononegavirales) [15]
und segmentierten negativ-strangigen RNA Viren (Familie Orthomyxoviridae) gemein.
Dabei nutzt BDV wie bereits erwahnt eine nicht-lytische Replikationsstrategie.
Replikation und Transkription werden bei anderen Vertretern der Ordnung
Mononegavirales von Promotoren im Bereicht der 3’- und 5’-untranskribierten Nukleo-
tide initiiert. Auch von den 42 bzw. 54 untranskribierte Nukleotide des 3’-, bzw. 5'-
Terminus des BDV Genoms wird angenommen, dass sie diese Funktion besitzen [9].
Mindestens sechs vollstandig polyadenylierte und mit 5-Cap modifizierte mRNA
Transkripte von 0,8 kb, 1,2 kb, 1,9 kb, 2,8 kb, 3,5 kb und 7,1 kb Lange werden von
BDV in einem von 3’ nach 5 abnehmenden Verhaltnis exprimiert. Dies resultiert in
einem niedrigen Expressionslevel der viralen Polymerase, dem am weitesten 5’
lokalisierten ORF [9]. Durch alternatives Splicing dreier Introns mittels zellularer
Enzyme werden die 2,8 kb sowie die 7,1 kb mRNA posttranskriptionell verandert und
die Expression der viralen Proteine M, G und L erméglicht und reguliert [16-18]. Das
Splicing von mRNA kommt innerhalb der Ordnung Mononegavirales nur bei BDV vor.
Durch die Kombination dieser unterschiedlichen Replikationsstrategien ist eine
Regulation auf mehreren Stufen der Genexpression moglich. Mdglicherweise steht das
in ursachlichem Zusammenhang mit Neurotropismus und Persistenz.

RNA Size
(kb)
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Abbildung 3. Transkriptionskarte von BDV (aus [12]).

Transkription und posttranskriptionelles Splicing der mRNA.



1- Einleitung

1.1.5 Proteine

Die auf drei Transkriptionseinheiten verteilten ORFs von BDV kodieren fir sechs
Proteine [9, 10]:

Auf der ersten Transkriptionseinheit wird ein Protein von 40 kDa kodiert. Obwohl ein
detaillierter Nachweis noch aussteht, wird es aufgrund seiner Position, Grélke und
hohen Konzentration als virales Nukleoprotein (N) eingeteilt. Es kommt in zwei
Isoformen vor (p38 und p40), die beide im nichtinfektidsen Uberstand perforierter,
infizierter Zellen als Komplex mit P gefunden werden. Dieser wird als l6sliches Antigen
(S-Antigen) bezeichnet.

Die bicistronische zweite Transkriptionseinheit kodiert fiir die Proteine X (p10) und P
(p23). Fur X wird die Funktion eines Kernexportproteins diskutiert, wahrend P
voraussichtlich als Kofaktor fiir die virale Transkription und Replikation dient. P wird auf
komplexer Weise hauptsachlich durch den Isotyp ¢ der zellularen Proteinkinase C
(PKCe) und in geringerem Mal3e durch die Casein Kinase Il (CK Il) phosphoryliert und
bildet Komplexe mit anderen viralen Proteinen. Interessanterweise findet man in
Regionen mit hohen Konzentrationen der PKCe auch eine hohe Viruslast [9].

Nach posttranskriptionellem Splicing des dritten Transkripts werden die drei Proteine M
(gp18), G (gp97) und L (p190) synthetisiert:

Das atypische Glykoprotein M formt in vitro stabile Tetramere und besitzt
hydrophobische Sequenzen, wie sie flir Transmembranproteine charakteristisch sind.
Die Tatsachen, dass Antisera gegen M neutralisierende Funktion besitzen und
Inkubation empfanglicher Zellen mit M eine anschlieBende Infektion zu verhindern
vermag, sprechen fir die Lokalisation von M auf der Virusoberflache und eine Funktion
als Matrixprotein [9].

Das Typ 1 Membranprotein G (57 kDa) wird posttranslationell N-glykosyliert (p97) und
anschlielRend durch die zellulare Protease Furin gespalten. Sowohl das ungeschnittene
Protein wie auch ein C-terminales Fragment von 43kDa (gp43) werden in das Virion
integriert. Nur gp43 wird anschlieRend in die Zellmembran transloziert [12]. Beide, G
und gp43 sind wahrscheinlich fur frihe Schritte des Adsorption bzw. Penetration
bedeutend [9].

Der grofite ORF auf dem Genom von BDV, der in homologer Lokalisation zu den RNA
abhangigen RNA-Polymerase von Rhabdoviridae, Paramyxoviridae and Filoviridae
lokalisiert ist, wird posttranskriptionell gespliced und dient anschlieRend der Synthese

der viralen Polymerase (L, p190) [10].
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1.1.6  Wirtsspektrum

Natiirliche Infektionen. Klassischerweise sind von der Infektion mit BDV Pferde,
Rinder und Schafe vor allem in Endemiegebieten Sldostdeutschlands, sowie im
Bereich des oberen Rheintals in Regionen Osterreichs, der Schweiz und des
Firstentums Liechtenstein betroffen. Hier wird die Infektion jahrlich bei annédhernd 100
Pferden und 100 Schafen diagnostiziert [19].

In letzter Zeit haufen sich Berichte von natrlich Infektionen in anderen Teilen Europas
(Schweden [20], Osterreich [21]) sowie in Nordamerika (USA [22]) und Asien (Iran [23],
Japan [24-26]). Zusatzlich zu den klassischen Wirten werden Infektionen von
Kaninchen [27], Straufden [28], Ziegen [29], Katzen [20], einem Hund [30], sowie einem
Luchs [31] beschrieben. Es muss also sowohl eine weltweite Ausbreitung, wie auch ein
weiteres Wirtsspektrum angenommen werden. Ob fir die zunehmenden Berichte eine
Ausbreitung von BDV oder verbesserte diagnostische Moglichkeiten verantwortlich
sind, ist unklar.

Experimentelle Wirte. Das Spektrum experimentell infizierbarer Spezies reicht von
Végeln bis zu Primaten [19]. Man geht davon aus, dass die meisten, wenn nicht alle
WarmblUter potentielle Wirte flir BDV darstellen. Krankheitsverlauf und Inkubationszeit
unterliegen dabei einer grolRen Schwankung, die von Virusstamm, Wirtsspektrum,
Immunstatus des Wirts und Infektionsweg abhangig sind [12]. Das am besten studierte
Tiermodell ist die Ratte.

Humane Infektionen. Das breite Wirtsspektrum einschlieBlich nicht-humaner
Primaten, die Infizierbarkeit menschlicher Zellen in Kultur und Parallelen einiger
Aspekte klinischer Symptome bei infizierten Tieren zu menschlichen Erkrankungen wie
uni- und bipolare affektive Stérungen, Schizophrenie und Autismus haben zu
Spekulationen Uber eine atiologische Beteiligung von BDV an den genannten
Erkrankungen gefiihrt. Des weiteren wird von reaktiven Antikérpertests und
molekularbiologischem Nachweis viraler Nukleinsdure mit erhdhter Pravalenz bei
neuropsychiatrischen Patienten, sowie von humanen Virusisolaten berichtet [9, 33, 34].
Die niedrig produktive Replikation von BDV, sein ausgesprochener Neurotropismus,
die Anfalligkeit hochsensitiver Nachweisverfahren gegeniiber Kontamination und der
Mangel an einheitlichen Verfahren fir eine Diagnose intra vitam sind Hindernisse, die
momentan die Interpretation der Ergebnisse und Beantwortung dieser Frage
erschweren. Ein Konsens Uber eine prinzipielle Suszeptibilitdt des Menschen scheint
zu bestehen, eine atiologische Beteiligung dagegen ist Gegendstand kontroverser
Diskussion [9, 12, 35].
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1.2 Bornasche Krankheit (Borna Disease, BD)

1.2.1 Geschichte

Die erste Beschreibung des Krankheitsbildes reicht zuriick ins Jahr 1767 [9]. Die
zunachst als ,Verrlckte Kopfkrankheit der Pferde“ bekannt gewordene Erkrankung
erhielt ihren heutigen Namen nach der sachsischen Stadt Borna, wo 1895/96 einer
Epidemie die sachsische Kavallerie dezimierte [9]. Ihre Erforschung begann am Anfang
des 20. Jahrhunderts. Ernst Joest and Kurt Degen entdeckten 1909 die nach ihnen
benannte Einschlusskorperchen in Zellkernen infizierter, hippokampaler Ganglienzellen
[12]. Wilhelm Zwick gelang 1924 die Ubertragung der Erkrankung auf ein Kaninchen,
indem er neuronales Gewebe eines erkrankten Pferdes intrakraniell injizierte [35].
Dadurch wurde der Verdacht auf eine infektiose Genese bekraftigt. In
Filtrationsexperimenten ergab sich dann eine GroRRe des infektiosen Agens von 85 bis

125 nm, was erste Hinweise auf einen viralen Erreger lieferte [2, 3].

1.2.2 Krankheitsverlauf und Klinik natarlicher Infektionen

Die Inkubationszeit bei Pferden betrdgt ca. 6 Wochen [36]. Frihe Zeichen des
Syndroms sind unspezifisch und beinhalten agitiertes oder gehemmtes Verhalten,
Fieber, Anorexie, lkterus, Obstipation und Koliken. Ein bis zwei Wochen spéater treten
die klassischen Zeichen von BD auf. Dazu zahlen eine aufrechte, breitbasige Haltung
mit dorsalflektiertem Kopf, repetitives Verhalten und spater Retinopathie mit
reduziertem Visus [9].

In Verlaufskontrollen von Herde mit spontanen Fallen von BD konnte gezeigt werden,
dass ein asymptomatischer Tragerstatus zumindest voriibergehend existiert [12, 37].
Fur die Frequenz asymptomatischer Verlaufe liegen allerdings keine gesicherten Daten
vor. Neben diesen Kklinisch inapperenten Verlaufen reicht das Spektrum der
hervorgerufenen Symptomatik von subtilen Veranderungen von Lern- und
Gedachtnisleistungen, schweren Verhaltens- und Bewegungsabnormalitdten bis hin
zur klassischen Form der potentiell letalen Meningoenzephalomyelitis mit schwerer
neurologischer Symptomatik [9]. Die Mortalitdt in der akuten Phase betragt 80 bis
100% [38].

Die Krankheitsverlaufe anderer natirlicher Wirte zeigen ebenfalls eine grolie
Schwankungsbreite von Symptome ahnlich derer von Pferden [39-41], einige Spezies

zeigen keine Symptome und bleiben unauffallige Virustrager [42, 38].
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1.2.3 Viruslast
Hohe Virustiter werden im ZNS infizierter Pferde gemessen. Besonders betroffen sind

der Neokortex, der piriforme Kortex, Bulbus olfactorius und der Hippocampus [43-45].

1.2.4 Reservoir und Ubertragungsweg

Reservoir und Ubertragungsweg von BDV sind bislang unbekannt. Berichtet wurde
sowohl von horizontaler wie auch von vertikaler Ubertragung [38, 39, 46]. Als
potentielles Reservoir sowie als Vektor werden Nagetiere diskutiert [20, 35]. Virale
Genprodukte wurden in Speichel, Urin und Fezes infizierter Nager gefunden [34]. Die
Infektion scheint sowohl liber das olfaktorische Neuroepithel, als auch Uber eine orale
Route mdglich zu sein [12]. Infektionen treten meist sporadisch und besonders im

Frihling auf, Epidemien sind selten [19].

1.3 Experimentelles Modell fiir BD: adulte Lewis Ratte

1.3.1  Kilinik

Die experimentelle Infektion adulter Lewis Ratten ist das am besten charakterisierte
Modell der Bornaschen Krankheit. Lewis Ratten zeichnen sich durch eine hohe
Empfanglichkeit gegeniiber BDV aus und entwickeln eine klinische Symptomatik, die
der natirlicher Infektionen ahnelt [12, 47]. Nach einer Inkubationszeit von ca. drei
Wochen (intranasale Inokulation [48]), etabliert BDV eine persistente Infektion des
ZNS, die klinisch einen biphasischen Verlauf zeigt. In der akuten Phase, die
histologisch mit einer intensiven nicht-purulenten Meningoenzephalomyelitis einher-
geht, zeigen die Tiere Hyperaktivitat, Schreckhaftigkeit, aggressives Verhalten und
Desorientierung.  Verhaltensabnormalitdten wie Hyperaktivitdt und verstarkte
Schreckhaftigkeit treten simultan mit der Nachweisbarkeit viraler RNA in limbischen
Strukturen und erster Immunzellinfiltrate im ZNS auf [34]. Zusatzlich werden hohe
Virustiter und der Untergang neuronaler Zellen in der Retina beobachtet, was zu einer
Erblindung fiihren kann. Der Hohepunkt der klinischen Symptomatik ist 30 bis 40 Tage
p.i. erreicht [12]. Die akute Phase weist eine erhohte Mortalitat auf [49, 50].

Eine Zwischenphase ist durch Auftreten stereotyper Verhaltensweisen gekennzeichnet
[51]. Bis zu zehn Prozent der Tiere neigen in dieser Phase zu extremen Formen von
Adipositas [6]. In der chronischen Phase fallen die Tiere dann durch Passivitat,
Lethargie und Blindheit auf. Die Symptomatik der Entziindungsreaktion geht zurick,

wobei die Virustiter auf unverandert hohen Werten verbleiben [12].



1- Einleitung

1.3.2 Pathogenese und Histopathologie

Experimentell ist jeder Infektionsweg, bei dem das Virus Zugang zu peripher- oder
zentralnervosen Nervenendigungen erhalt modglich: intramuskular, Injektion in die
Fulsohle, intranasal, oral, intraperitoneal oder intrazerebral. Im Falle einer intranasalen
Inokulation erfolgt zunachst die Infektion von neuronalen Rezeptorzellen des
olfaktorischen Epithels. Von hier werden Uber den Bulbus olfactorius und die
nachfolgenden Stationen der Riechbahn grolRe Teile des ZNS infiziert [12]. Die
Ausbreitung erfolgt hochst wahrscheinlich axonal und transsynaptisch Uber
vorhandene neuronale Vernetzungen [52]: Eine zentripetale Ausbreitung viraler
Proteine ist nach intranasaler, intraokularer oder intraperitonealer Inokulation
nachweisbar [46, 48]. Die Inkubationszeit nimmt dabei mit zunehmend peripherem
Inokulationsort zu. Bei neurektomierten Ratten kann sich nach Inokulation in die
FuBsohle keine Infektion etablieren [48]. Ob BDV dabei wie das verwandte Rabies
Virus als Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) streut ist nicht sicher. Das Fehlen reifer
Viruspartikel wahrend der Ausbreitung von BDV, wie der Nachweis der Infektiositat von
RNP sprechen dafir [12].

Wie bereits erwahnt, zeichnet sich BDV durch einen ausgesprochenen Neurotropismus
aus. Neben neuronalen Zellen werden auch Astrozyten, Oligodendrozyten,
Schwann’sche Zellen und Ependymzellen infiziert [53, 54]. Die Infektion betrifft in der
akuten Phase das ZNS und die Retina [55, 56], spater auch das PNS. In dieser Phase
kann es zur Streuung in Tranen-, Speichel- und Talgdrisen, das Epithel der
Gesichtshaut und den Intestinaltrakt [52] kommen. In immunkompromitierten Tieren
breitet sich die Infektion Uber Zellen des PNS zentrifugal in andere, parenchymatose
Organe aus [57,58]. Auch aus peripheren mononukledaren Blutzellen wurde
virusspezifische RNA amplifiziert [59, 60]. Die Viruslast bleibt dabei aber zentralnervés
stets deutlich hoher als auRerhalb des ZNS [61] und erreicht die héchsten Werte im
limbischen System (bes. Hippocampus und Corpora amygdaloidea), in kortikalen
Strukturen (Prafrontalkortex, enterorhinaler Kortex), dem Thalamus und dem
Cerebellum [62, 12].

Mehrere Mechanismen werden fir die Neurodestruktion diskutiert: Eine wesentliche
Rolle spielen zytotoxische T-Lymphozyten. Durch die Reduktion von CD8" T-Lympho-
zyten kann ein starker Rickgang der Neurodestruktion erreicht werden [63]. Allerdings
findet die Infiltration von CD8" T-Lymphozyten in der akuten Phase statt, wahrend die
starkste Zerstérung neuronalen Gewebes erst in der chronischen Phase auftritt [64], so

dass zusatzlich andere Mechanismen eine Rolle spielen missen.
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Ebenfalls einen Anteil an der Pathogenese kénnte Stickstoffmonoxid (NO) als toxischer
Faktor haben: mRNA Level fur die induzierbare NO-Synthetase (iNOS) sind im Hirn
normaler Ratten nicht nachweisbar. In Hirnen infizierter Ratten lasst sich mRNA flr
iINOS 14 Tage p.i. nachweisen, wobei maximale Werte 21 Tage p.i. gefunden werden.
Dieser Effekt korreliert zeitlich also mit dem Auftreten klinischer Symptome [65, 66].

Wie die Anwesenheit von IgG und Komponenten des Komplementsystems [64, 67]
zeigt, kdnnten auch diese im Rahmen einer komplementmediierten oder antikérper-
abhangigen zellmediierten Zytotoxizitat an der progredienten Neurodestruktion beteiligt
sein. Unspezifisch kann es durch das entzindungsbedingte Hirnddem und den

entstehenden Hirndruck zu einer Schadigung des Gehirns kommen.

Histopathologisch ist die akute Phase der Bornaschen Erkrankung gepragt von einer
meningealen, perivaskularen sowie parenchymatdsen Immunzellinfiltration, die in der
chronischen Phase regressiv verlauft und in einen progredienten Verlust von Neuronen
mundet. Die anfangliche Entzindungsreaktion ist besonders auf die graue Substanz
des Cortex, Bulbus olfactorius, Thalamus, Hippocampus und der Basalganglien
konzentriert. Das zelluldre Infiltrat wird dabei vorwiegend von CD4" und CD8" T-
Lymphozyten, natirlichen Killerzellen (NK Zellen) und Makrophagen gebildet, wobei
CD4" T-Lymphozyten gegeniiber CD8" Uberwiegen [68]. CD4" T-Lymphozyten sind
fast ausschliel3lich perivaskuldr und nur in geringer Zahl im Hirnparenchym
anzutreffen. CD8" T-Lymphozyten dagegen finden sich in der akuten Phase
gleichermalden perivaskular wie parenchymal [68, 69].

Zusatzlich ist morphologisch eine Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten zu
beobachtet, die besonders prominent in Nachbarschaft von Immunzellinfiltraten ist [53,
64]. Bei der Retinopathie BDV infizierter Ratten spielen Mikroglia wie Makrophagen
eine Rolle. Hier konnte gezeigt werden, dass beide Zelltypen phagozytotische Aktivitat
gegeniber neuronalen Zellen besitzen [50]. Eine BDV bedingte Mikrogliose konnte bei
neonatal infizierten Lewis Ratten beobachtet werden [70-72]. Sie findet sich
kolokalisiert mit neuropathogene Foci und scheint kausal an der Pathogenese beteiligt
zu sein [70], potentiell durch die Synthese proinflammatorischer Zytokine [72].
Zusatzlich fallt eine Expression von CD4 und CD8 Molekiilen auf der Oberflache
aktivierter Mikroglia auf [70]. Ein funktionelles Korrelat ist jedoch noch nicht bekannt.

In infizierten Ganglienzellen fanden Ernst Joest and Kurt Degen intranukleare

Einschlusskérperchen (Joest-Degen-Einschlusskérperchen) [73], die vermutlich BDV-
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Partikeln entsprechen [74]. Trotz der ausgepragten Meningoenzephalomyelitis bleibt
die Blut-Hirn-Schranke unbeeintrachtigt [64, 68, 75].

Im Laufe der Erkrankung und mit dem Eintritt in die chronische Phase geht die zellulare
Entziindungsreaktion zuriick [76] wahrend die virale Infektion persistiert. Dieser
Ruckgang der zellularen Immunreaktion erfolgt simultan mit der Zunahme der Zahl von
NK Zellen, B-Lymphozyten und aktivierter Mikroglia und kann mit einem Shift von einer
Th1- zu einer Th2-betonten Immunreaktion beschrieben werden [68]. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit der Veranderung des Zytokinprofils beim
Ubertritt in die chronische Phase (s. 1.3.5).

In der chronische Phase verlauft die Zerstérung neuronalen Gewebes progredient und
fuhrt zur Ausbildung eines Hydrozephalus ex vacuo [76, 77]. Der Mechanismus, mit
Hilfe dessen BDV einer Clearance durch die intensive Immunreaktion des

Wirtsorganismus entgeht ist unbekannt.

1.3.3 Zelluldre Immunantwort

Trotz der immunologisch privilegierten Stellung des ZNS induziert die Infektion im
immunkompetenten Wirt eine intensive zelluldare und humorale Immunantwort, die in
zeitlichem Zusammenhang mit dem Auftreten von Symptomen steht [43]. Fir die
Pathogenese der Bornaschen Krankheit bedeutend ist die Anwesenheit einer intakten
zelluldren Immunreaktion, wie Experimente mit splenektomierten Rhesusaffen und
pharmakologisch (Cyclophosphamid, Cyclosporin A) oder genetisch (homozygot
athymische Tiere) immunkompromitierten Lewis Ratten gezeigt werden konnte. Die
Tiere in allen drei Ansatzen zeigen eine verlangerte Inkubationszeit und reduzierte
Symptomatik, bzw. einen asymptomatischen Verlauf simultan mit einer persistierenden
Infektion [58, 78-81, 12].

Sowohl CD8", als auch CD4" T-Lymphozyten sind an der Auspragung von BD beteiligt:
Durch den Transfer einer BDV spezifischen CD4" T-Zellinie konnten klassische
Symptome in immunsupprimierten Ratten induziert werden [82, 83]. Dabei ist die
Infiltration von intakten CD8" T-Lymphozyten in das ZNS fir das Auftreten der
Symptomatik notig [84]. Abwesenheit oder funktioneller Blockade von CD8" T-
Lymphozyten resultieren in Reduktion sowohl von histopathologischen Veranderungen,
als auch von klinischer Symptomatik [12, 58, 63, 69, 85, 86].

CD8" T-Lymphozyten aus Hirnen infizierter Ratten zeigten in Kultur eine MHC-I
abhangige, lytische Aktivitdt gegenuber infizierten Zellen [85]. Neuronale Zellen

exprimieren unter normalen Bedingungen kaum MHC-I Molekule. In BDV infizierten
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Tieren dagegen findet eine vermehrte Expression statt [12]. In das Hirnparenchym
eingewanderte CD8" T-Lymphozyten konnten somit infizierte Neurone MHC-I abhéngig
lysieren und den bei BD beobachtete Verlust neuronaler Zellen, der in der chronischen
Phase in Hirnatrophie mit Hydrozephalus ex vacuo [77] endet, auslésen. Als ein
mdgliches Epitop wurde ein Fragment von N in Assoziation mit einem Ratten MHC-I
Molekil beobachtet [87].

CD4+ T-Lymphozyten spielen als Mediatoren der Entziindungsreaktion pathogenetisch
eine bedeutende Rolle [82, 83, 86]. Transferiert man virusspezifische CD4" T-Lympho-
zyten vor der Infektion mit BDV in Lewis Ratten, so kommt es zur Clearance durch

Induktion zytotoxischer CD8" T-Lymphozyten [88].

Zusammenfassend scheinen CD4" T-Zellen fur die Induktion der Entziindungsreaktion
essentiell zu sein, wahrend diese ohne die Anwesenheit intakter CD8" T-Zellen nicht zu
Neurodestruktion und Hirnatrophie mit den Folgen der BD typischen neurologischen
Symptomatik fiihrt. Den CD8" T-Zellen kommt damit die Bedeutung von Effektorzellen

zu, die fur die progrediente Neurodestruktion verantwortlich sind.

1.3.4 Humorale Immunantwort

Erwachsene Lewis-Ratten reagieren nach der BDV Infektion mit eine intensiven
humoralen Immunantwort [89, 90]. Diese scheint allerdings zumindest fur die
Auslésung der Symptome in der akuten Phase keine bedeutende Rolle zu spielen [57,
61, 81, 91]. Die hohen Antikorpertiter werden fir die Restriktion der Infektion auf das
ZNS mitverantwortlich gemacht [92] und konnten eine Modulation der viralen

Genexpression bewirken [9, 90].

1.3.5 Zytokinprofile

Aktivierte CD4" T-Lymphozyten des Subtyps Th1 produzieren proinflammatorische
Zytokine wie IFNy, TNFa und IL2, die eine Rekrutierung und Aktivierung von
zytotoxischen T-Lymphozyten, sowie antigenprasentierenden Zellen (APC) bewirken
und somit eine zelluldare Immunreaktion induzieren [68]. Weitere potentielle
Produzenten proinflammatorischer Zytokine sind aktivierte Makrophagen, aber auch
ortstandige Zellen wie Neurone, Astrozyten und Mikroglia [12, 93]. Th2 Zellen dagegen
induzieren eine vermehrt humorale Immunreaktion Uber die Produktion von unter

anderem IL4 und TGFp. Ergebnisse von “RNase Protektion Assays (RPA)‘ zur
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Bestimmung der mRNA-Level verschiedener Zytokine in Gehirnen infizierter Lewis
Ratten sprechen fir einen Shift von einer Th1 dominierten Antwort in der akuten Phase
zu einer Th2 induzierten humoralen Immunantwort im spaten Stadium der Erkrankung:

mRNA-Level fir die Zytokine IFNy, TNFa, IL1a, IL2 und IL6 erreichen in der akuten
Phase maximale Werte und gehen mit der Ausnahme von IFNy in der chronischen
Phase wieder stark zurtick. Dagegen bleiben mRNA Levels fur IL4 und TGFp, die einer
zelluldren Immunantwort entgegenwirken, auch in der chronischen Phase erhéht, bzw.

erreichten hier ihre maximalen Werte (IL4) [68, 94].

1.3.6 Beeinflussung neuronaler Funktionen

Stérungen von Motorik und Verhalten wie sie wahrend des gesamten Verlaufs der
Bornaschen Erkrankung auftreten, werden mit Funktionsstdrungen in monoaminergen
Transmittersystemen — dopaminerg wie serotoninerg — in Verbindung gebracht [51, 95-
98]. Des weiteren wird eine Beeinflussung des cholinergen Systems vermutet [99].
Zusatzlich scheint die Expression von neuromodulatorischen Substanzen, beziehungs-
weise ihre Synthese beeinflussende Hormone und Enzyme wie Somatostatin,
Cholezystokinin und Glutamatdecarboxylase in der akuten Phase stark reduziert zu
sein [100].

1.3.7 Diagnostik und Virusnachweis

Intra vitam Diagnostik natuirlicher Infektionen erweist sich als wenig zuverlassig.
Anhand von BD typischen, insgesamt aber unspezifischen Verhaltensauffalligkeiten
kann ein Verdacht geduRert werden. Der Nachweis von Antikérpern in Serum und
Liquor mittels indirektem Immunofluoreszenzassay (IFA) [101] und enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) [102] sind die zuverlassigsten Methoden [19]. In einigen
Studien konnte virale Nukleinsdure aus Zellen des peripheren Blutes mittels nested
reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (nested RT-PCR) nachgewiesen
werden [103].

Post mortem kann zusatzlich Immunhistologie bevorzugt gegen die viralen Antigene
mit der hdchsten Gewebekonzentration (Proteine N und P) durchgeflihrt werden.
Virusisolierung mit anschlieRendem Focus-Immunoassay [104], in situ Hybridisierung
sowie Nachweis viraler RNA mittels RT-PCR gelingen bei experimenteller Infektion.
(Elektronen-) Mikroskopisch kénnen Joest-Degen-Einschlusskérperchen [73] und
mittels Gold-konjugierter Antisera spezifisch ca. 90 nm groRRe zellfreie Viruspartikel

nachgewiesen werden [5].
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1.3.8 Therapieversuche

Immunisierung.

Aktiven Immunisierungsversuchen steht die Problematik gegeniber, dass durch eine
forcierte Immunreaktion eine Reduktion der Viruslast ermdglicht werden kann, diese
aber mit intensivierter Klinik und vermehrten neuropathologischen Lasionen einhergeht
[105]. In einer Studie gelang durch eine hochdosierte Inokulation von attenuiertem
Virus eine Induktion hoher Antikérpertiter mit Clearance einer nachfolgenden BDV
Infektion. Dieser Effekt ist dosisabhangig und flihrt bei zu niedriger Dosierung zu
klassischer BD und schweren neuropathologischen Veranderungen [106].

Andere Ansatze wie der Transfer von virusspezifischen CD4" T-Lymphozyten oder die
Applikation monoklonaler Antikdrper gegen CD4" und CD8" Molekile haben eher
experimentellen Charakter [86, 88].

Interferon.

Der antivirale Effekt von Interferon in vitro ist stark von der verwendeten Zelllinie und
einem frihen Behandlungsbeginn abhangig [107, 108].

Immunsuppressiva.

Der positive Effekt von Immunsuppressiva wie Cyclosporin A, Cyclophosphamid und
Corticoiden auf die Pathologie und Klinik von BD beruht auf der Reduktion der fir die
Pathogenese entscheidenden Funktion des Immunsystems. Immunsupprimierte Tiere
zeigen geringere bis fehlende histopathologische Veranderungen und Kklinische
Symptome [49, 81, 109, 110]. Systemische Nebenwirkungen einer allgemeinen
Immunsuppression, die Notwendigkeit einer zum Zeitpunkt der Infektion vorbestehen-
den Suppression [81] und eine fehlende Beeinflussung der viralen Replikation sind die
entscheidenden Nachteile dieses Therapieansatzes.

Amantadin.

Amantadin, zugelassen fir die Therapie von Influenza A, zeigte einen antiviralen Effekt
in vitro sowie einen antidepressiven und antiviralen Effekt in zwei klinischen Studien
[111, 112]. Verschiedene Versuche, diese Ergebnisse in vitro und in vivo zu
reproduzieren und zu quantifizieren blieben bisher erfolglos: in vitro Ergebnisse zeigten
keinen nachweisbaren Effekt auf virale Parameter in verschiedenen Zelllinien und
Konzentrationen [113-115]. Auch in vivo gelang bei unterschiedlicher Applikationsart
und in verschiedenen Tiermodellen keine Reproduktion der positiven Kklinischen
Ergebnisse [113, 114].
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Ribavirin.

Zwei unabhangige Studien konnten zeigen, dass Transkription und Replikation von
BDV in persistent infizierten Zellen in vitro durch das Guanosinanalog Ribavirin
inhibiert werden kann [116, 117]. Dieser inhibitorische Effekt auf zwei verschiedene
Virusstdmme besteht in drei unterschiedlichen Zelllinien bei Ribavirinkonzentrationen
von 2-200 uM [116, 117]. Virustranskripte wurden dabei zelllinien- und virusstamm-
abhangig um 60-80%, Virustiter um 90 bis 99% reduziert [116]. Die Inhibition ist
charakterisiert durch eine hohe Dynamik: ein maximaler Effekt ist bereits nach 24
Stunden beobachtbar. Nach Entfernen von Ribavirin aus dem Kulturmedium kommt es
innerhalb von zwei Tagen zu einem Anstieg von Virustiter und Transkripten auf die

Ausgangswerte [116].
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1.4 Ribavirin

1.4.1  Chemische Struktur

Ribavirin (1-p-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamid), erstmals 1972 von Robins
und Witkowski synthetisiert, ist ein Guanosinanalog, bei dem die Base des Nukleosids
verandert ist (s. Abbildung 4). Die farblose Reinsubstanz ist wasserldslich und hat ein
Molekulargewicht von 244,2 [118].
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Ribavirin Guanosin

Abbildung 4. Strukturformeln von Ribavirin und Guanosin (aus [118])

1.4.2  Wirkung und Wirkmechanismen

Bereits 1972 wurde erstmals ein direkter antiviraler Effekt beschrieben. Daneben ist
erst seit neuerem eine immunmodulatorische Wirkung bekannt. Zusatzlich weist
Ribavirin nach Inkorporation in virale RNA einen mutagenen Effekt auf, wobei Cytosin

und Uracil mit gleicher Effizienz als komplementare Base dienen kdnnen.
1.4.3 Wirkspektrum

Ribavirin zeigt antiviralen Effekt gegenuber einem breiten Spektrum von RNA- und
DNA-Viren (s. Tabelle 2).
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Virus in vitro in vivo klinisch klinischer
(Tiermodell) experimentell Einsatz
BDV [116, 117]
RSV Baumwollratte bei schweren
[119] [120] Verlaufe (Aerosol)
[121, 122]
HCV + IFNa
[144, 145, 146]
HBV Einzeltherapie
[126, 127],
+ IFNa
[128, 129]
West Nile Virus [130]
Influenza Viren Maus akute schwere
[131] [131, 132] Influenza (Aerosol
[133])
Parainfluenza [134] Maus Kinder mit SCIS
Viren [134, 135] [136]
Masern Virus Baumwollratte, + IFNa bei 2
[120] Hamster: SSPE Kindern mit SSPE
[120, 137] [138]
Adenoviren [139] bei Immunsuppres-
sion: haemorrha-
gische Zystitis
[159, 160, 161],
Pneumonie [143],
Nephritis [144]
Coxsackie A [118]
Viren
Rhinoviren [118]
Coronaviren [118]
Lassa Affe [145] [146] bei frihem
Therapiebeginn
[147]
Hanta Virus [148] HFRS [149]
Chimean-
Congo [150] Maus [151] [152]
Hemorrhagic
Fever
Rift Valley Maus [153] [154]
HPV [155, 156]

Tabelle 2. Wirkspektrum von Ribavirin in vitro und in vivo.

Das Wirkspektrum von Ribavirin umfasst unter anderem die in Tabelle 2 zusammen-

gestellten Viren in den entsprechenden Modellen.

1.4.4 Pharmakokinetik

Nach oraler

Applikation von Ribavirin werden 50%

enteral

resorbiert. Die

Plasmahalbwertszeit betragt 10-12 Stunden, in Erythrozyten dagegen 40 Tage [118].

Inwiefern Ribavirin die intakte Blut-Hirn-Schranke passiert, ist nur sehr wenig bekannt.
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1.4.5 Nebenwirkungen

Bei oraler oder intravendser (i.v.) Applikation kann Ribavirin eine milde reversible
Anamie, sowie transiente Erhdhung von Serum-Bilirubinspiegeln auslésen [118]. Bei
inhalativer Therapie sind keine spezifischen unerwinschten Wirkungen bekannt. Bei
RSV infizierten Kindern wurden Bronchiospasmen, Veranderungen der Lungen-
funktion, Apnoe, Herzstillstand, Hypotension, Digitalis-Intoxikation und bei intubierten

Kindern Pneumothoraces beobachtet [118].
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1.5 Fragestellung und Design der Studie

Weder immunmodulatorische [81, 86, 88, 105-110, 157] noch antivirale [111, 112]
Verfahren konnten bisher ein klinisch anwendbaren Therapieansatz fir BD liefern. In
vitro Versuche mit Ribavirin zeigten reproduzierbare Hinweise auf einen virostatischen
Effekt gegeniiber BDV [116, 117]. Neben der bereits seit Anfang der Siebzigerjahre
bekannten, virostatischen Wirkung ist seit kilrzerer Zeit auch ein immunmodulato-
rischer Effekt von Ribavirin bekannt. In verschiedenen Systemen konnte ein Verschie-
ben der Balance von T-Helferzell-Subpopulationen in Richtung Th1 und somit eine
verstarkte Induktion einer zellularen Immunantwort nachgewiesen werden [158-161].

In dieser Studie soll der Frage nachgegangen werden, ob die Applikation von Ribavirin
bei einer akuten BDV Infektion ausgewachsener Lewis Ratten einen positiven Einfluss
auf den Krankheitsverlauf hat. Zusatzlich soll der Effekt von Ribavirin auf die
Virusreplikation und die Immunantwort untersucht werden. Als Tiermodell wird die
Lewis-Ratte gewahlt, da das Krankheitsbild der naturlichen Infektion stark ahnelt und
es das am besten untersuchte Modell ist. Zusatzlich ist in der Lewis-Ratte die
Immunantwort nach BDV Infektion eingehend untersucht worden. Es handelte sich
hierbei um die erste Anwendung von Ribavirin bei einer BDV Infektion in vivo.

Da Uber die Liquorgangigkeit von Ribavirin bei intakter Blut-Hirn-Schranke nur wenig
Informationen vorliegen, wird der Wirkstoff mittels implantiertem Katheter direkt in das
Ventrikelsystem injiziert. Um zunachst Informationen Uber die Pharmakokinetik und
Toxizitat von Ribavirin zu sammeln, wird in einem Vorversuch gesunden mannlichen
Lewis-Ratten Ribavirin in Konzentrationen von 0, 1,25, 2,5, 5, 10 und 20 mg/kg
Korpergewicht appliziert und anschlielend die Gewebskonzentration im ZNS
quantifiziert.

In einem anschlieRenden pharmakodynamischen Versuch werden Lewis-Ratten mit
BDV infiziert und die Applikation von Ribavirin nach drei Wochen, simultan mit dem
Auftreten einer BD-typischen Symptomatik [34] begonnen. Dieses zeitlich verzégerte
Vorgehen birgt das Risiko, einer zum Zeitpunkt des Therapiebeginns bereits etablierten
Infektion eines Groliteils des ZNS. Auf der anderen Seite ist ein Therapiebeginn zum
Zeitpunkt einer moglichen Diagnosestellung realistischer und aussagekraftiger fir die
klinische Situation.

Der Einfluss der Therapie auf den klinischen Verlauf der Erkrankung wird anhand
zweier Parameter beurteilt: Zum einen durch die tagliche Aufzeichnung des

Kérpergewichts der Tiere und zum anderen durch einen klinischen Score, der am
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letzten Tag des Experiments zugewiesen wird. Das Korpergewicht dient als
unspezifischer Parameter des Gesundheitszustandes, in den klinischen Score gehen
die Auspragung klassischer Symptome einer BDV Infektion im akuten Stadium ein.
Anhand der Quantifizierung infektiéser Partikel, virale RNA sowie Proteine werden der
antivirale Effekt von Ribavirin und die vier bekannten virostatischen Mechanismen
untersucht (s. 1.4.2 und 5.2). Dazu dienen die Titrierung infektiéser Viruspartikel aus
dem Hippocampus, die Quantifizierung viraler RNA mittels PCR und in situ
Hybridisierung, sowie die Bestimmung der Gewebekonzentration des viralen
Phosphoproteins. Durch eine regionale Auswertung der ISH wird zusatzlich eine
qualitative Auswertung und Beurteilung eines potentiell veranderten Infektionsmusters
ermoglicht.

Die Untersuchung des immunmodulatorischen Effekts erfolgt mittels immunhisto-
chemischer Methoden, der Quantifizierung der Antikdrperproduktion in einem ELISA,

sowie der Beurteilung des Zytokinmusters mittels RPA.
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2 Materialien

21

Aluminiumfolie

Verbrauchsmaterialien

Autoradiographie Film
Deckglaser

Diafilm

Filterpapier

Fuhrungskanile

Glasglocke

Handschuhe

Injektionskanule

Injektionskantlen, Standard

Kim Whipes

Masken

Microspin 200 HR Saulen

Mikrofilter

Mikrofilter

Mikrotiterplatten (96 Loch flir Tagman)

Mikrotiterplatten (96 Loch)
Nitrozellulosemembranen
Objekttrager

Papier-Abdecktiicher
Papierhandtlcher
Parafilm

Petrischalen

21

UCI Storehouse

Kodak BioMax MR Film

Fisher Scientific

Kodak

Whatman International

Small Parts (Single Guide Cannula,
C313G/SPC), 22 Gauge, 4,8 mm Pene-
trationstiefe

Fisher Scientific, fur Inhalations-
anasthesie

Diamond Grip

Small Parts (Single Internal Cannula,
C3131/SPC) 28 Gauge, 4,9 mm Pene-
trationstiefe

Fisher Scientific

Kimberly-Clark

Fisher Scientific

Pharmacia

Fisher Scientific, auf Spritze aufsteckbar
Nalgene, fir Sukrosesterilisation
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction
Plate, Perkin Elmer Applied Biosystems
mit MicroAmp® Optical Caps, Perkin
Elmer Applied Biosystems

Costar

Schleicher & Schuell

Fisher Scientific (Superfrost plus und
Standard)

Fisher Scientific

Scott

American National Can

Fisher Scientific (100x15 mm)
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Plastikbeutel, konisch
Rasierklingen
Roéhrchen 0,5 ml
Roéhrchen 1,5 ml
Roéhrchen 2,0 ml
Roéhrchen 50 ml
Schutzoveralls
Spritze (50 pl)

StoRel

Szintillationsflissigkeit
Szintillationspapier

Verbindungsschlauch

Verschlussstab
Zellkulturflaschen 25 ml
Zellkulturflaschen 75 ml

2.2 Chemikalien
2-Mercaptoethanol
Acrylamid

AEC

Agarose
Americlear

Ammonium Acetat

Autoradiographie Emulsion

Borsaure
Brilliantblau R

Chloroform

4-chloro-1-naphthol (HRP-Substrat)

Chromkaliumsulfat
DEPC

Dextran Sulfat

Harvard Apparatus, flr Guillotine

Fisher Scientific

Fisher Scientific

Fisher Scientific

Fisher Scientific

Fisher Scientific

VWR

Hamilton, firi.c.v. Injektionen
Kimble/Kontes (749520-0090), RNase
frei, fir Gewebehomogenisation

Fisher Scientific

Whatman International

Plastics One (Tygon Tube TGY-010-100)
0,03” aulerer Durchmesser; 0,01” inner-
er Durchmesser, furi.c.v. Injektionen
Small Parts (Dummy Cannula, C313DC)
Fisher Scientific

Fisher Scientific

Sigma

Bio-Rad

Sigma

Fisher Scientific
Stephens Scientific
Fisher Scientific
Typ NTB2, Kodak Scientific Imaging
Systems

Fisher Scientific
Sigma

ACROS Organics
Pierce

Fisher Scientific
Sigma

Sigma
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DMEM

DMSO

DTT

Dulbecco's PBS
EDTA
Eisessigsaure
Entwickler

Eosin

Ethanol (RNase free, 200 proof)
Ethanol

Ethidium Bromid
FCS

Ficoll 400
Fixierer
Formaldehyd
Formamid
Gelatine
Harnstoff

HCI

Hamatoxylin
HEPES
Immersionsol
lonenaustauscher
Isopropanol
L-Glutamine
Methanol
Metofan
Milchpulver (fettfrei)
Na Acetate

Na Citrat

NaCl
NaH,PO4*H,0O
NaOH
Paraformaldehyd
PBS

Irvine Scientific
Fisher Scientific
Sigma

Sigma

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Kodak, Dektol D19 Developer
Fisher Scientific (SE 22-475)
Goldshield Chemical
UCI Storehouse
Sigma

Irvine Scientific
Pharmacia

Kodak Fix, Kodak
Fisher Scientific

EM Science

Sigma

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Sigma

Fisher Scientific
Fisher

Bio-Rad AG 501-X8
Fisher Scientific
Sigma

Fisher Scientific
Pitman-Moore Pharmaceuticals
Carnation

Sigma

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific

Sigma
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Penicillin

Permount

Phenol
Photochemikalien (fir Automat)
PIPES

Ponceau S

Ribavirin

RNase freies Wasser
Salpetersaure
Schwefelsaure

SDS

Streptomycin
Sukrose

TEMED

Tissuetec
TriReagent

Tris HCI

Tris Hydroxymethylaminomethan

Triton
Tween 20

Wasserstoffperoxyd

2.3 Losungen und Puffer

Acetat/Citrat-Puffer

Acrylamidgel

Ammoniumacetat

Ammoniumchlorid-Lysepuffer

Sigma

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Kodak Scientific Imaging Systems
Fisher Scientific

Sigma

ICN Pharmaceuticals

ICN Pharmaceuticals
RNase freie Glasgefalie
Sigma, V4 konzentriert
Fisher Scientific

Sigma

Fisher Scientific

Sigma

Sakuraus Finetek
Molecular Research Center
Boehringer Mannheim
Fisher Scientific

Sigma

Fisher Scientific

Fisher Scientific

8,2 g/l Na Acetat

21,01 g/l Zitronensaure-1-hydrat
pH 6,0

5% Acrylamid

8 M Harnstoff

1 X TBE

3M

0,15 M Ammoniumchlorid

1 mM Kaliumbicarbonat
pH7,2-7,4
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Borat Puffer (pH 8,4-8,5)

Coomassie Blau

Denhard 100X

Dextransulfat
ELISA Blocklosung

ELISA TMB Substratmix

ELISA Waschpuffer
ETS (pH 7,4)

Kulturmedium - Zellkultur

Natrium Acetate Puffer (3M)

Paraformaledyd 4% in PB

PBS (pH 7,4; 10X)

25

100 mM Borséaure

25 mM Na,B,0O,

75 mM NaCl in H,O

0,2% Coomassie Brilliant Blau R
50% Methanol

10% Eisessigsaure

10 g Ficoll 400

10 g Polyvinylpyrolidon

10 g BSA

H>O auf 500 ml

50%ig in H,O

0,05% Tween 20

0,5% BSA in PBS

9,9 ml Acetat/Citrat Puffer

0,1 ml TMB/DMSO

1,5 uwl 30% H,0,

0,05% Tween 20 in PBS

10 mM EDTA

10 mM Tris

0,2% SDS

500 ml DME

5 ml L-Glutamin (200 mM)

5 ml Penicillin

5 ml Streptomycin

50 ml FCS (bei 4°C UN getaut
und 15-30 min bei 56°C hitzeinaktiviert)
3 M Ausgangsldsung mittels Eisessig-
saure auf pH 5,2 titriert

1000 ml PB (55-60°C)

40 g Paraformaldehyd

bei 4°C bis zu einer Woche lagern
80 g/l NaCl

14,4 g/l Na;HPO, *2H,0

2 g/l KH,PO,
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Phosphate Puffer (pH 7,4; 2X)

Ponceau S Farbstoff (10X)

RNase Digestionspuffer Ill
RT Puffer
saurer Alkohol 0,5%

SP6 Transkriptions-Puffer
SSC (pH 7,0)

Substrat-Mix (Virustitrierung)

Sukrose 20%/30% (RNase frei) in PBS

T7 Transkriptions-Puffer
TBE Elektrophoresepuffer (pH 8,0)

TBS (Tris balanced saline, pH 7,5)

TE

Tris Puffer (IHC)

Triton 1% X-100

26

7,7 g/l NaOH

33,65 g/l NaH,PO,*H,0

2% Ponceau S

30% wt/vol Trichloressigsaure
30% wt/vol Sulfosalicylsaure
in 1% Essigsaure zu 1X verdinnen
Ambion RPA Il Kit

Perkin Elmer Tagman RT Kit
995 ml 80% Ethanol

5 ml konz. HCI

Promega

3 M NaCl

0,3 M Na Citrat

0,2 mg/ml AEC

10% DMSO

0,003% H,0; in Natrium Acetat Puffer
H,O, wird direkt vor Gebrauch zugeflgt
200/300 g Sukrose

100 ml PBS (RNase frei)

auf 1000 ml

steril filtrieren

PharMingen

89 mM Trisbase

89 mM Borsaure

20 mM EDTA

50 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

10 mM Tris HCI

1 mM EDTA

0,125 M Tris Base

0,375 M Tris HCI

1% FCS

pH 7,6

in PBS
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Western - Elektrophoresepuffer (pH 8,3)

Western - Probenladepuffer

Western - Transferpuffer (pH 8,3)

Western - Waschpuffer

2.4 Radiochemikalien

a-*P-UTP

a-°S-CTP

C14 Standards (ISH)

2.5 Kits

DAB Substrat Kit

ECL Western Blotting Detection System

Gram-Farbung (3 Schritte)
MAXIscript Kit

RiboQuant Multi-Probe Template Set rCK-1

RPA Il Kit

Tagman Reverse Transkription Kit
Tagman Universal PCR Master Mix
Vectastain Elite ABC Kit

25 mM Tris Base

192 mM Glycine

0,1% SDS

20 mM Tris HCI (pH 6,8)
4% SDS

5 mM EDTA

20% Glycerol

10% B-Mercaptoethanol
0,5 mg/ml Bromphenolblau
25 mM Tris Base

192 mM Glycin

20% Methanol

1% Milchpulver und 0,05% Tween 20 in
TBS

New England Nuclear (NEN), 800-1200
Ci/mMol

New England Nuclear (NEN), 800-1200
Ci/mMol

American Radiolabeled Chemicals (ARC
146 und 146B), 0,02 mCi Carbone-14

Vector Laboratories

Amersham Biosciences

Becton Dickinson Microbiology Systems
Ambion

PharMingen

Ambion

Perkin Elmer Applied Biosystems
Perkin Elmer Applied Biosystems

Vector Laboratories



2 - Materialien

2.6 Nukleotide, Primer und Plasmide

dNTP’s

Hefe tRNA
Lachssperma DNA
INTP’s

Borna Standard-Plasmide

Plasmid ISH

p40 (N) forward Primer

p40 (N) reverse Primer

p40 (N) TagMan probe

2.7 Enzyme und Proteine

pankreatische RNase (RNase A)

Proteinase K
RNase A/T1
RNase Inhibitor
RQ1 DNase
SP6 Polymerase
T7 Polymerase
Trypsin

BDV N Protein
BDV P Protein

2.8 Sera und Antikorper
NRtS
Ratte 1.1

28

Promega

Sigma

Sigma

Promega

pBSKBVcore = BDV Nukleotide 1-8897
in pBluescript SK Il (Stratagene), kloniert
in Not | nach Sal |

kompletter P ORF (610 nt, nt 1270 bis
nt1880 des BDV Genoms, Verwendung
des Sp6 Promotors fiir Transkription von
RNA in genomischer Orientierung)
p40bobe — 187F

5 - CAG TCACGG CGC GATATGT
p40bobe — 286R

5 — GCA CCC CTC CGT GAA CAA
p40bobe — 247T

5' -6FAM- ATC CCA GGA CTG CAC
GCT GCG -XT-TAMRA

Calbiochem
Boehringer Mannheim
Ambion

Promega, Perkin EImer
Promega, Ambion
Promega

PharMingen

Sigma

recp40 [102]

recp23 [102]

normales Rattenserum, Negativkontrolle

Positivkontrolle
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anti-N anti-recp40 [102]
anti-P anti-recp23 [102]
Ox-8 [162], s. [70]
Ox-42 [163], s. [70]
W3/25 [164], s. [70]
Ziege-anti-Kaninchen-HRP Sigma
Ziege-anti-Maus-HRP Sigma
Ziege-anti-Ratte-HRP Sigma

29 Zelllinien

Fetale Rattengliazellen:

Nach steriler Entnahme werde Hirngewebe neugeborener Ratten zerkleinert, mit
0,25% Trypsin gemischt und durch eine Spritze passagiert, um ein Einzelzellpraparat
zu erhalten. Anschlielend werden die Zellen in Zellkulturplatten mit EDM (5% FCS)
Medium angezogen. Nach 24 Stunden werden nicht adharente Zellen entfernt und

adharente Zellen nach Trypsinisierung in neue Zellkulturplatten gesplitet [104, 116].

210 Virus

Borna Disease Virus (BDV) Stamm He/80, Isolat von einem naturlich
infizierten Pferde aus dem Jahr 1980,
anschlieend mehrmals in Kaninchen,
Ratten und mehreren Zelllinien in Kultur

passagiert (s. [116])

2.11 Versuchstiere
200-225 g schwere und 56-60 Tage alte mannliche Lewis Ratten wurden von Charles
River Laboratories (Wilmington, MA, USA) bezogen. Die Gewichtsentwicklung wahrend

der Wachstumsphase lauft wie folgt ab:

29
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MEAMWHGHT +/- 1 Z TAHDARD D EIATION
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Abbildung 5. Gewichtskurve ménnlicher Lewis Ratten (aus [165]).

Lewis Ratten zeichnen sich durch einen Defekt in der Hypothalamus-Hypophyse-
Nebennieren-Achse aus. Damit verbunden ist eine erhdhte Empfindlichkeit gegenliber
immunmediierten Stérungen wie experimenteller allergischer Encephalomyelitis und
Adjuvant-induzierter Arthritis [166, 167].

Die Versuchstiere sind mit einem permanenten Fihrungskatheter aus rostfreiem Stahl
(Plastics One Inc., Roanoke, VA, USA) ausgestattet, der stereotaktisch in den linken
Seitenventrikel implantiert ist (Koordinaten des Fuhrungskatheters von Bregma:
anterior-posterior: -0,8; medial-lateral: +1,5; dorsal-ventral: -4,8; IB Bar bei -3,3
(Koordinaten nach [168]). Die Tiere wurden einzeln bei einem konstanten Tag-Nacht-

Rhythmus von 12:12 Stunden gehalten und erhielten Futter und Wasser ad libidum.

212 Gerite

Autoklav Ansco Scientific SG-120
Automatischer Filmentwickler Kodak

Beheizbarer Magnetrthrer Thermolyne nuova ll
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Chirurgische Instrumente
Diascanner

Durchlicht UV

Eismaschine
Elektrophoresegeltrockner
Filmkassetten

Gefriermikrotom

Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-70°C)
Gelelektrophoresekammer fliir RPA
Gelelektrophoresekammer
Glaswaren (Histologie)

Guillotine

Hand UV Lampe

Inkubationsbox (Histologie)
Inkubator (Bakterien, 37°C)
Inkubator (Histologie, 37°C)
Inkubator (RNase freie Glaswaren, 80°C)
Inkubator (Zellkultur, 37°C)
Kamera fur Mikrophotographie
Klhlraum

Kdhlschrank

Laminar Flow Hood (Radioisotope)
Laminar Flow Hood (Zellkultur)
Magnetruhrer

MCID M5

Metallstander (Histologie)
Mikroskop (Mikrophotographie)
Mikroskop (Zellkultur)

Mikrowelle

PCR Gerate

pH-Meter

Phosphoimager

Photometer (automatisiert, ELISA)

Pinzette
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Roboz Surgical Instruments
Nikon

Stratagene Eagleeye II
Scotsman

BioRad, Model 583

Fisher Scientific

Mikrom 505EP (Cryostat)
Puffer Hubbard FUF1821A
NuAire Nu-66176

Life Technologies, Model S2
Werkstatt

Fisher Scientific

Cervical Dislocators
Fisher Scientific

Werkstatt

Blue M

Fisher Isotemp 500 Serie
Fisher Scientific

Haereus

Nikon Fx 35A

Kolpak

Fisher Scientific

Hamilaton Safeaire

NuAire

Nuova Stirrer

Microcomputer Imaging Devices

Fisher Scientific

Nikon Eclipse E600
Nikon TE-200

Amana Radarange

MJ Research PTC-200
Corning pH-Meter 240
Molecular Dynamics
Molecular Devices

Roboz Surgical Instruments
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Pipette (automatisch)

Pipette (Mehrkanal)

Pipette

Spannungstransformator (Elektrophorese)
Spektralphotometer

Stoppuhr

Szintillationszahler

Tagman

Thermometer

Tierwaage
Ultraschallhomogenisator
Vortex

Waage (ug Bereich)
Waage (Chemikalien)
Wasserbad

Wasserfilter

Zentrifuge

Zentrifuge (kGhlbar)
Zentrifuge (Tischzentrifuge)

Zentrifuge (Zellkultur)

213 Software
Densitometrie (ELISA - Photometer)

Densitometrie (Phosphoimager)
Primerdesign (Tagman)
RIA

Quantifizierung (Tagman)

Statistik

32

Drummond

Fisher Scientific

Gilson

EC Apparatus Corp. EC-105
Beckman Coulter DU 640BIO
Fisher

Beckman LS 6500

ABI Prism 7700 Sequence Detector,
Perkin Elmer

Fisher Scientific

Fisher

Braun (Braun-Sonic H)
Baxter Scientific Products
Mettler Balance (01-909-379)
Mettler Balance (01-913-507C)
Blue M

Barnstead Nanopure

VWR Mini-Zentrifuge

Baxter 17R

Eppendorff 5415C

Beckman Alegra Bk 366816

Soft max 2.35 Software (Molecular
Devices)

IQMac Software (Molecular Dynamics)
Primer Express (Perkin Elmer)

RIA smart™ Software (Packard
Instrument Company)

Real-Time Sequence Detection Software
(Perkin Elmer)

t-Test in Microsoft Excel (Office XP)
ANOVA
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3 Methoden

3.1 Toxikologie und Pharmakokinetik

3.1.1 Randomisierung
Die Tiere werden zufallig nach vorheriger Nummerierung den experimentellen Gruppen

zugeteilt.

3.1.2 Korpergewicht und Uberlebensrate
Die Tiere werden jeden Morgen vor der Applikation von Ribavirin gewogen. Vor dem
Tag 6 verstorbene Tiere gehen nicht in die Bestimmung der Gewebekonzentration von

Ribavirin und die histologische Auswertung mit ein.

3.1.3 Wirkstoffzubereitung

Ribavirin wird bei Raumtemperatur ungeldst, in Reinform gelagert. Die Ribavirin
Lésung in sterilem PBS wird taglich unmittelbar vor der Injektion hergestellt. Die
Ausgangskonzentration betragt 0,125 mg/ul (1X). Dies entspricht ungefahr einer
0,5 molaren Lésung. Fir die Injektionen der Tiere, die 1,25 mg/kg erhalten, wird die

Ausgangslésung 1:2 in sterilem PBS verdinnt.

3.1.4 Intrazerebroventrikulare Injektion

Die intrazerebroventrikulare Injektion erfolgt (ber permanent implantierte
Flhrungskaniilen, die stereotaktisch in den linken Seitenventrikel der Tiere implantiert
sind (Koordinaten s. 2.11, s. auch Abbildung 6 und Abbildung 7).

Abbildung 6. Injektionssystem wahrend der Injektion.
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Cerebrum

Cerebellum——

Foramen magnum
Medulla oblonga
Hypophysis
Dentes incisiv
Cavum ons

ngua
Medulla spinalis- il

Palatum durum

Atlas

/ Chiasma opticum
Axis |

i
Os occipitale
pars basilaris

Abbildung 7. Schematische Darstellung der implantierten Fiihrungskaniile und der
Injektionskaniile wéhrend der Applikation im Sagitalschnitt (aus [169]).

Uber die Flihrungskaniile kann eine Injektionskantile, deren intrakranieller Anteil die
Flhrungskanile um 0,1 mm Uberragt, direkt in das Ventrikellumen eingebracht werden
(s. Abbildung 7 und Abbildung 8). Die Injektionskantle wird Uber ein Schlauchsystem
mit einer Mikroliter-Spritze verbunden. Nach Zusammensetzen des Systems wird es
uber die Injektionskanile mit sterilem ddiH,O luftfrei geflllt. Nach Aspiration einer
kleinen Luftblase wird die zu applizierende Lésung angesaugt. Durch die im Schlauch
enthaltene Flissigkeit wird eine direkte Druckibertragung gewahrleistet. Die Luftblase
trennt die beiden Flussigkeiten und ermoglicht zusatzlich die Kontrolle der Injektion.
Kanule und Schlauchsystem werden nach jeder Injektion ersetzt. Fir die Injektion am

nachsten Tag werden die Kanullen mit sterilem ddiH,O gereinigt und autoklaviert.

Luftblase Injektion sldsung Verankerungss chrauben
Spritze FUhrungskantle
> _ /
Wasser Schlauch 4

Verschlu3stab
Injektionskantle

Abbildung 8. Schema des Injektionssystems
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Die Spritze kommt nicht in Kontakt mit der zu applizierenden Lésung. Das in der
Spritze befindliche sterile, ddiH,O garantiert eine exakte Applikation. Das implantierte
System ist mit einem Verschlussstab abgeriegelt. Fir die Injektion wird der

Verschlussstab durch die Injektionskanile ersetzt.

Fur die intrazerebroventrikulare Applikation missen die Versuchstiere mittels einer
Methoxyfluran-Inhalationsnarkose kurzzeitig ruhiggestellt werden. Diese erfolgt in einer
luftdichten Glasglocke und halt fir wenige Minuten (< 5) an. Nach Entfernung des mit
Gewinde gesicherten Verschlussstabs kann die Injektionskantile eingebracht werden.
Die Injektion erfolgt langsam und gleichmaRig innerhalb eines Zeitraums von 20 bis 30
Sekunden. In Tabelle 3 ist der Injektionsplan in Abhangigkeit von Dosis und
Korpergewicht dargestellt. Die Volumina fir die Tiere der Gruppe 10 und 20 mg/kg

werden auf zwei Einzelinjektionen verteilt, die in einem Abstand von ca. 5 Stunden

erfolgen.
1759-180 g 185g-190g 1959g-205¢g 210g-215¢g
1,25 3,5 ul (0,5 X) 3,75 ul (0,5 X) 4 ul (0,5 X) 4,25 ul (0,5 X)
2,5 3,5 ul (1 X) 3,75 ul (1 X) 4 ul (1 X) 4,25 ul (1 X)
5 7 u (1 X) 7,5 ul (1 X) 8 ul (1 X) 8,5 ul (1 X)
10 2x7u(1X) 2x75u (1X) 2x8 ul (1X) 2x8,5u (1X)
20 2x14 ul (1 X) 2x15u (1 X) 2x16 ul (1 X) 2x17 ul (1 X)
220g-230¢g 2359-240¢g 245g-255¢g 260g—-265g |
1,25 4,5 ul (0,5 X) 4,75 ul (0,5 X) 5 ul (0,5 X) 5,25 ul (0,5 X)
2,5 4,5u (1X) 4,75 ul (1 X) 5ul (1X) 5,25 ul (1 X)
5 9 ul (1 X) 9,5 ul (1 X) 10 pl (1 X) 10,5 ul (1 X)
10 2x9ul (1X) 2x95ul (1X) 2x10 ul (1 X) 2x10,5ul (1 X)
20 2x18 ul (1 X) 2x19 ul (1 X) 2x20 ul (1 X) 2x21 ul (1X)
2709g-280¢g 2859-290¢g 2959-300g
1,25 5,5 ul (0,5 X) 5,75 ul (0,5 X) 6 ul (0,5 X)
2,5 5,5 ul (1 X) 575 ul (1 X) 6 ul (1 X)
5 11w (1 X) 11,5 ul (1 X) 12 ul (1 X)
10 2x 11 ul (1 X) 2x11,5u (1X) 2x12ul (1 X)
20 2x22u (1X) 2x23 ul (1X) 2x24 ul (1X)

Tabelle 3. Applizierte Volumina in Abhédngigkeit vom Kérpergewicht.

Fir die Gruppe 10 mg/kg und 20 mg/kg sind 2 Injektionen nétig. 1 X: Stammlbésung
(0,125 mg/ul); 0,5 X: 0,5fache Verdiinnung (0,0625mg/).
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Nach abgeschlossener Injektion erfolgt eine Pause von ca. 30 Sekunden, um ein
Abstromen zu ermdglichen, anschliellend wird die Injektionskanule langsam entfernt
und die Flhrungskantle wieder verschlossen. Die komplette Applikation erfolgt unter
bestmdglicher Einhaltung kontaminationsfreier Bedingungen. Die Tiere werden

unmittelbar nach Beendigung der Injektion wieder aktiv.

3.1.5 Gewebepraparation

Die Versuchstiere werden nach einer kurzen Anasthesie dekapitiert und das Gehirn
mdglichst schnell freiprapariert. Auf einer mit Eis gefiiliten Petrischale wird ein 3 mm
breiter sagitaler Gewebsschnitt des lateralen Anteils der rechten Hemisphare
abgetrennt, gewogen und in 1 ml steriiem PBS homogenisiert. Nach einer
Zentrifugation von 20 min. bei 4000 rpm. wird der Uberstand abgenommen und fiir das
anschlielendes Radioimmunoassay (RIA) verwendet. Zusatzlich wird die linke
Hirnhalfte abgetrennt, iber Nacht in 4% PFA fixiert, 2mal tGber Nacht in 20% Sukrose
inkubiert, in Tissuetec eingebettet und bei -70°C bis zur histologischen Aufarbeitung

gelagert.

3.1.6 Konzentrationsbestimmung — RIA

Das RIA wird von der Pediatric Pharmacology Assay Laboratory der University of
California in San Diego durchgefuhrt. Fir die Standardkurve wird ein Four Parameters
Logistic Curve Fit (4PL) verwendet. Ihr Korrelationskoeffizient betragt 1,0. 0% Bindung
der Gesamtzahler entspricht 23% und die unspezifische Bindung betragt 2,7%. Die
Sensitivitdtsgrenze betrdgt 1 mg/ml. Aus den errechneten Werten in pug/ml Homo-

genisat wird auf eine Konzentration in ug/g Hirngewebe umgerechnet.

3.1.7 Objekttrager-Vorbereitung

Ein Liter DEPC behandeltes, ddiH,O wird in einem RNase freien Erlenmeierkolben auf
50 bis 60°C erhitzt. Unter stdndigem Ruhren werden 10 g Gelatine vollstandig in
Losung gebracht. AnschlieBend werden 0,4 g Chromkaliumsulfat zugegeben. Die
Lésung nimmt eine leicht blauliche Farbe an. Nach Abkuhlen auf ca. 35°C werden die
RNase freie Glas-Objekttrager fur 30 Sekunden vollstadndig in die Gelatinelésung
getaucht. AnschlieRend werden die Objekttrager aus der Lésung herausgehoben und

fur mehrere Stunden unter Alufolie abgedeckt bei 37°C getrocknet.
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3.1.8 Gefrierschnitte
20 um dicke, sagitale Paramedianschnitte werden angefertigt, auf Gelatine-

beschichtete Objekttrager transferiert und bei -70°C gelagert.

3.1.9 HE Farbung

Die in Tissuetec eingebetteten und gefriergeschnittenen, histologischen Schnitte
werden in einer Ethanolreihe absteigender Konzentration (2x100%, 95%, 70%, 50%,
2xdiH,0) je 2 min rehydriert. Die anschliefende Farbung mit Hamatoxylin dauerte in
Abhangigkeit von der Farbintensitdt 90 bis 120 Sekunden. Danach werden die
Praparate jeweils 5 bis 10 Sekunden in diH,O, sowie saurem Ethanol entfarbt und
anschlielend 7 bis 10 Minuten unter flieBRendem Leitungswasser gespllt. Nach
Farbung mit Eosin fur 12 Sekunden wird anschliefend in diH,O gewaschen und in
aufsteigender Ethanolreihe dehydriert. Nach 10minatiger Lufttrocknung werden Reste
des Einbettungsmaterials in zweimaliger, je 5minltiger Inkubation in Americlear
beseitigt. Die luftdichte Versiegelung erfolgte mittels Permount und Abdeckung mit

Deckglas.

3.1.10 Gram-Farbung

Es wird eine Gram Stain Kit fir eine dreistufige Gram-Farbung verwendet. Die 20 um
dicken Gewebeschnitte werden 1 min mit Gram Kristallviolett gefarbt. Anschliel3end
wird der Farbstoff mit kaltem Leitungswasser entfernt und mit stabilisiertem Gram Jod
fur 1 min Uberschichtet. Nach Abwaschen mit Gram Safranin wird 20-50 s mit frischem
Gram Safranin gegengefarbt. AbschlieBend wird mit kaltem Leitungswasser

gewaschen, luftgetrocknet und das Gewebe mit einem Deckglas abgedeckt.
3.2 Randomisierung, Infektion und Applikation

3.2.1  Virusinokulation

Unter Metofan-Inhalationsnarkose werden den Tieren in einem Volumen von 60 pl
1,6x10* ffu/zellkulturinfektidse Dosiseinheiten inokuliert. Ein 10%iges (wt/vol) Hirn-
homogenisat infizierter Ratten in PBS dient hierbei als Stammldsung [48]. Die
erfolgreiche Infektion wird durch Auftreten typischer Symptomatik (Hyperaktivitat,
UbermaRige Schreckhaftigkeit) bestatigt.
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3.2.2 Randomisierung
s. 3.1.1

3.2.3 Ribavirinapplikation
s.3.1.3und 3.14

3.3 Bestimmung klinischer Parameter

3.3.1

Korpergewicht

s.3.1.2

3.3.2 Verhalten und klinische Scores

Scores werden anhand 6 klinischer Symptome, die bei einer akuten BDV Infektion von

mannlichen, ausgewachsenen Lewisratten beobachtet werden koénnen [50, 170],

zugeteilt. Die Beurteilung der Tiere findet am letzten Tag des Experiments durch

2 Personen statt. Die maximal erreichbare Punktzahl ist 22, der minimaler Score 6. Im

Folgenden sind die 6 Symptome mit den jeweiligen Auspragungsformen aufgefluhrt:

hamorrhagische Augen:

4

3
2
1

sehr hamorrhagisch, periorbital blutiges Fell
sehr hamorrhagisch
hamorrhagisch

nicht hamorrhagisch

hamorrhagische Nostrilen:

4  sehr hamorrhagisch, um die Nostrilen blutiges Fell
3  sehr hamorrhagisch

2 hamorrhagisch

1 nicht hdmorrhagisch

Respiration:

4  schwere Dyspnoe

2  Tachypnoe

1 normal
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Aktivitat:

4  keine Reaktion oder spontane Bewegung
3  geringe, ataktische Spontanbewegungen
2  ataktische Spontanbewegungen
1

normal
auflere Erscheinung:
2  ungepflegtes Fell

1 normal

Gewichtsverlust:

4  >31% Tag 22 bis Tag 28
3  21-30% "
2 11-20% "
1 0-10% "

3.4 Bestimmung viraler Parameter

3.4.1 Gewebspraparation

ISH. Nach Praparation (s. 3.1.3) wird die rechte Hemisphare Uber Nacht mit 4%igem
Paraformaldehyd in PB fixiert, zweimal tber Nacht mit RNase freier 20%iger Sukrose-
Lésung in PB inkubiert und bis zur Aufarbeitung fir die ISH bei -70°C gelagert. Fir die
Hybridisierung werden paramediane Schnitte, die den Hippocampus enthalten,
verwendet.

PCR. Ein 3 mm breiter, mit dem Frontalpol der linken Hemisphare beginnender
coronarer Schnitt, der den Prafrontalkortex einschlie3t, wird in TriReagent mit Hilfe
eines StoRels homogenisiert und bei -70°C fiir spatere Tagman-RT-PCR gelagert.

IHC. AnschlielRend werden drei aufeinanderfolgende je 2 mm dicke coronare Schnitte,
die Cortex und Striatum enthalten hergestellt, fir 1-1,5 Stunden in 4%igem
Paraformaldehyd fixiert, zweimal Uber Nacht mit 20%iger Sukrose-Lésung inkubiert
und bis zur histologischen Aufarbeitung fir die Immunhistochemie bei -70°C gelagert.
Virustitrierung. Caudal hiervon wird aus einem 3 mm breiten coronaren Schnitt

Hippocampus prapariert und in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) mittels
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Ultraschall homogenisiert, 10 min bei 1000 x g zentrifugiert und der Uberstand bei
-20°C aufbewabhrt.

3.4.2 RNase freie Bedingungen

Arbeitsplatz. Um unter moglichst RNase armen Bedingungen arbeiten zu kénnen wird
die Arbeitsflache unmittelbar vor Arbeitsbeginn 2mal mit 70%igem Ethanol gereinigt
und anschlie®end mit einseitig kunststoffbeschichteten Papiertiichern abgedeckt.
GlasgefaBe. RNase freie GlasgefaRe flr histologische Farbungen werden durch
Inkubation in 10%iger Salpetersaure Uber Nacht und anschliefendes Waschen mit
ddiH,O vorbereitet. Glasbehalter fir wassrige Losungen und RNase freies Wasser
entstehen bei der Behandlung von Wasser mit DEPC.

Metall. Metallstander fir Objekttrager werden im Autoklaven mit Programm ,feste
Guter” sterilisiert und anschlieRend im Inkubator bei 80°C fir 24 h inkubiert.
Pipettenspitzen. FUr alle RNA-Arbeiten werden aerosolresistente Einmalspitzen
verwendet.

Losungen. RNase freies Wasser wird mittels DEPC hergestellt. ddiH,O wird Uber
Nacht mit 1 V% DEPC nach starkem Schitteln auf einem Magnetrihrer unter
stdndigem RuUhren inkubiert und anschliefend autoklaviert. Feste und flussige
Ausgangssubstanzen fir RNase freie Ldsungen entstammen speziell als solche
markierten Vorratsbehaltern, die nur fir RNA-Arbeiten verwendet werden.
Objekttrager. Objekttrager fur in situ Hybridisierung werden vom Hersteller RNase frei
geliefert. Die anschlieRende Gelatine-Beschichtung erfolgt mit RNase freien Lésungen
(s. 3.1.7).

3.4.3 Gefrierschnitt

Auf Trockeneis werden die Gewebeproben in Tissue Tec eingebettet, fir in situ
Hybridisierung und HE Histologie 20 um dicke Schnitte angefertigt und anschlielend
auf Gelatine-beschichtete Objekttrager transferiert. Fir in situ Hybridisierung wird dabei
die Klinge des Cryotoms nach jedem Praparat mit 70%igem Ethanol gereinigt und
unter moglichst strenger Einhaltung RNase freier Bedingungen gearbeitet. Fur IHC
werden 14 um dicke Schnitte angefertigt.

Auf jeden Objekttrager wird Gewebe je eines Tieres pro Gruppe Ubertragen, um
mdgliche Abweichungen in spateren Vorgangen von Objekttrager zu Objekttrager auf
alle Untersuchungsgruppen gleichmaRig zu verteilen. AnschlieBend werden die
Objekttrager bei -70°C gelagert.
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3.4.4 In situ Hybridisierung

Bei der in situ Hybridisierung wird eine radioaktiv markierte RNA-Sonde, die
komplementar zu einer Teilsequenz der zu detektierenden @®-Strang RNA ist, mit
dieser hybridisiert. Der Prozess findet in histologischen Gewebeschnitten statt, so dass
neben der quantitativen Beurteilung der Signalintensitat auch eine Aussage Uber die
Lokalisation des Signals beziiglich anatomischer Strukturen, ber die Verteilung auf
zellularer Ebene sowie deren Bezug zu histopathologischen Veranderungen gemacht
werden kann. Die Visualisierung erfolgt zum einen Uber die Belichtung eines
strahlensensiblen Filmmaterials, das fiir quantitative Analysen verwendet werden kann.
Zum anderen wird eine photosensible Emulsion direkt auf das Gewebe aufgebracht
und nach Entwicklung und Gegenfarbung mikroskopisch beurteilt. Bei dieser in situ
Autoradiographie entstehen bei der Belichtung der Emulsion Silberkérner, die
mikroskopisch als lichtundurchlassige, kdrnige Strukturen auffallen und eine Aussage
Uber die Lokalisation der hybridisierten Sonde auf zellularer Ebene zulassen.

Im Einzelnen werden folgende Schritte durchgefuhrt:

1. Synthese der Sonde

2. Vorbereitung des Gewebes flr die Hybridisierung

3. Hybridisierung mit der markierten Sonde

4. Waschen und Trocknen der Schnitte

5. Visualisierung

Alle Prozeduren bis zum RNase Verdau in den Waschschritten (s. 3.4.4.5) mussen
unter streng RNase freien Bedingungen durchgefiihrt werden, da es ansonsten zu
Verlusten von Sonde und Ziel-RNA kommt. Der Versuch wird im mehrfach Ansatz
durchgefiihrt wobei finf benachbarte Schnitte je Tier eingesetzt und ausgewertet

werden.
3.4.4.1 Synthese der radioaktiv markierten Sonde mittels in vitro Transkription

Fur die Synthese der radioaktiv markierten Sonde werden folgende Reagenzien in der

angegebenen Reihenfolge pipetiert:

41



3 - Methoden

6,5 ul DEPC behandeltes H,O

5 ul 5X Transkriptionspuffer

1 w  50mMDTT

2 linearisiertes Plasmidtemplate (0,5ug/ul)
1 RNase Inhibitor

3 u  3,3mMrNTP’s

45u  *SCTP

2 SP6 Polymerase (10-20 U/ul)

25 ul Gesamtvolumen

Nach einer einstindigen Transkription bei 37°C im Wasserbad wird 1 ul DNase 1
(1 U/ul) zugegeben, und das Plasmidtemplate fur 10 Minuten bei 37°C verdaut.
Anschlielend wird fir die Extraktion der synthetisierten RNA der Ansatz mit 100 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt, 10 Minuten bei 14.000 rpm in einer Tisch-
zentrifuge zentrifugiert und die wassrige Phase abpipetiert.

Zur spateren Berechnung der Inkorporationsrate wird 1 ul enthommen und auf einem
Szintillationspapier zum Trocknen gebracht. Eine Microsin 200 HR Saule wird 1 Minute
bei 14.000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, um die Equilibrationsldsung zu
entfernen. Anschliefdend wird die wassrige Phase auf die Saule pipetiert und das Eluat
gesammelt. Nichtinkorporiertes **S CTP, rNTP's sowie verdautes Template verbleiben
in der Saule, die radioaktiv markierte Sonde befindet sich im Eluat. 1 ul des Eluats wird
auf einem Szintillationspapier getrocknet und die Inkorporation als Quotient von
radioaktivem Signal vor und nach Saulenchromatographie berechnet.

Die Sonde wird in kleine Aliquots abgefullt und kann bis zu einer Woche lang bei -70°C

gelagert werden.
3.4.4.2 Herstellung der Prahybridisierungslosung

Die Prahybridisierungslosung setzt sich aus den folgende Reagenzien in den

angegebenen Konzentrationen zusammen:
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Volumen (ml) Reagenz Endkonzentration
20 deionisiertes Formamid 50%

6 5 M NacCl 750 mM
0,8 1 M PIPES (pH 7) 20 mM
0,8 0,5M EDTA 10 mM

8 50% Dextransulfat (60°C) 10%

2 100X Denhardts 5X

2 1MDTT 50 mM
0,4 20% SDS 0,2%

0,4 10 mg/ml Lachssperma DNA 100 pg/mi
0,4 10 mg/ml Hefe tRNA 100 pg/ml

Lachssperma DNA und Hefe tRNA werden vor dem Pipetieren flr 5 Minuten in einem
15 ml Falcon Roéhrchen im Wasserbad zum Kochen gebracht. Fir die Deionisierung
von Formamid werden 100 ml Formamid mit 5 g lonenaustauscher inkubiert. Das
Dextransulfat wird vor dem pipetieren im Wasserbad auf 60°C erhitzt um den
Pipetiervorgang zu prazisieren und zu erleichtern.

Pro Objekttrager werden 0,5 bis 1 ml Prahybridisierungslosung bendtigt. Zusatzlich
werden 100 ul der Prahybridisierungslésung pro Objekttrager fir die spatere

Hybridisieirung entnommen und bei 60°C im Wasserbad gelagert.

3.4.4.3 Prahybridisierungsschritte

Die Objekttrager werden unter einer Laminar Flow Hood langsam auf Raumtemperatur
erwarmt und in ein RNase freien Metalltrager transferiert. Hier verbleiben sie fir die
nachfolgenden Inkubationsschritte. Der Verdau mit Proteinase K findet im Wasserbad
bei 37°C, die Waschschritte in jeweils frischem PBS statt.
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Dauer (min) Lésung Temperatur
5 4% Formaldehyd in PBS RT
2x2 PBS RT
7.5 Proteinase K 37°C
2x2 PBS RT
7,5 0,05 N HCI RT
2x2 PBS RT

2 4% Formaldehyd in PBS RT
2x2 PBS RT

5 60% Ethanol/0,3M Ammoniumacetat RT

5 80% Ethanol/0,3M Ammoniumacetat RT

5 95% Ethanol/0,3M Ammoniumacetat RT

Anschliellend werden die Objekttrager bei Raumtemperatur unter einer Laminar Flow
Hood zum Trocknen gebracht. Das Gewebe auf dem Objekttrager wird dann komplett
mit Prahybridisierungslésung bedeckt (0,5 - 1 ml). Um ein Verdunsten der Loésung zu
verhindern werden die Objekttrager in eine Plexiglasbox transferiert und in einem
Inkubator bei 48-50°C fur 1-3 Stunden inkubiert.

3.4.4.4 Hybridisierung

Die Prahybridisierungslésung wird entfernt und pro Objekttrager werden etwa 10 ng
Sonde zu 100 pl Prahybridisierungsldsung pipetiert, gemischt, auf die Gewebeschnitte
gleichmaBig verteilt, diese mit einem Deckglas abgedeckt und anschlieRend uber
Nacht bei 48-50°C inkubiert. Fir die Hybridisierung verbleiben die Objekttrager in der

Plexiglasbox.
3.4.4.5 Posthybridisierungsschritte

Nach Entfernen der Deckglaser in 4X SSC/70 mM 2-Mercaptoethanol finden folgende

Waschschritte statt.
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Dauer (min) Lésung Temperatur
15 4X SSC/70 mM 2-ME RT
15 4X SSC RT
15 20 pug/ml pankreatische RNase 37°C
in 0,5 M NaCI/MX TE
15 0,5 M NaCI/1X TE 37°C
15 2X SSC 56°C

AnschlieRend wird in einer aufsteigenden Ethanol/Ammoniumacetat Reihe dehydriert
(s. 3.4.4.3), die Schnitte fir 2 Stunden luftgetrocknet und dann fir die Belichtung der

Autoradiographie-Filme verwendet.

3.4.4.6 Filmbelichtung

Die Belichtung der Autoradiographie-Filme erfolgt fir 12-16 Stunden in einer lichtun-
durchlassigen Filmkassette. Gleichzeitig wird jeder Film mit 2 Objekttragern, auf die
radioaktive C'*-Standards in aufsteigender Intensitat aufgebracht sind, belichtet. Diese
dienen spater der Erstellung einer Standardkurve und als Referenz zwischen den

Filmen.

3.4.4.7 Filmentwicklung
Die Entwicklung der Autoradiographiefiime erfolgt in einem vollautomatischen
Filmentwickler. Die belichteten Filme werden in volliger Dunkelheit in den Automaten

eingelegt.

3.4.4.8 MCID-Auswertung

Die quantitative, densitometrische Auswertung der entwickelten Filme erfolgt mittels
MCID M5 System. Hierbei werden die Filme auf einen Leuchtschirm gelegt, mittels
Kamera digitalisiert und stark vergroert, sowie farbkodiert am Bildschirm dargestellt.
Nach Standardisierung von Kamera-Film-Abstand (57 cm), Blende (5,6), Zoomfaktor
und Intensitdt des Leuchtschirms (226) werden die Dichtemesswerte fir die
C'-Standards erhoben und eine Standardkurve erstellt.

Die hirnregionenspezifische = Auswertung der Versuchstiere erfolgt mittels
standardisierter Messfelder, die Uber ausgewahlte Regionen hoher Signalintensitat
projiziert werden konnen. Die Software liefert einen Durchschnittswert fir die

ausgewahlte Flache. Acht Hirnregionen, fir die BDV einen Tropismus zeigt, werden
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ausgewahlt (s. Abbildung 9): Gesamtkortex, Prafrontalkortex, Kortex regional, Striatum,
Nucleus reticularis des Thalamus, sowie die hippocampalen Strukturen Gyrus dentalis
und CA3. Die Werte fur Gesamtcortex, Gyrus dentalis und CA3 werden ermittelt, indem
die komplette Struktur in jedem Schnitt individuell markiert und ein Durchschnittswert
errechnet wird. Der Wert fUr das Striatum wird aus zwei Einzelmessungen im ventralen
Bereich gemittelt. Aus den Messwerten des Flnffachansatzes wird anschlieend ein
Mittelwert errechnet, der den flr die gemessene Struktur und das Versuchstier

reprasentiert. Die Gruppenwerte ergeben sich als Mittelwert aller Individualwerte.

Lateral 1.90 mm Interavea

L I 1 L L L n L L L L L L L 1 " L
7] T s " n o ] 7 3 5 4 Y 2 1 [ -1 -2 -3 -4 -5 6

Abbildung 9. Fiir die Quantifizierung ausgewdéhlte Strukturen.

Die Markierungen entsprechen den Arealen, die standardisiert in jedem Schnitt
quantifiziert werden. Zusétzlich werden individuell der Kortex, sowie die hippocampalen
Strukturen Gyrus dentalis und CA3 markiert und densitometrisch ausgewertet (nach
[168]). PFK: Préfrontalkortex, K1 und K2: regionale Auswertung des Kortex, S1 und

S2: Striatum, T: Thalamus (Nucleus reticularis).
3.4.4.9 Autoradiographie

Herstellung der Autoradiographieemulsion. Der gesamte Prozess findet unter

Dunkelkammerbedingungen statt. Der strahlenempfindliche Feststoff wird in einem
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Volumenverhaltnis von 1:1 mit 6 M Ammoniumacetat gemischt und im Wasserbad bei
41°C wahrend 30 Minuten unter vorsichtigem Mischen in Emulsion gebracht.
Belichtung. Die Objekttrager werden 2x langsam in die Emulsion getaucht und
daraufhin in senkrechter Position fiir 3-4 Stunden getrocknet. AnschlieRend werden die
Schnitte, durch jeweils einen leeren Objekttrager voneinander getrennt, um eine
Belichtung benachbarter Schnitte zu vermeiden und 3-5 Tage bei 4°C gelagert.
Entwicklung. Die Entwicklung erfolgt bis einschlieRlich des Fixierungsschrittes unter
Dunkelraumbedingungen. Kodak D19 Entwickler wird im Verhaltnis 1:1 mit ddiH,O
gemischt und filtriert. Entwickler, ddiH,O flr Waschschritte und Fixierer werden im
Eisbad auf 15°C abgekunhlt. Jetzt werden die Schnitte flir 4 min im Entwickler, 30 s in
ddiH,O und 8 min in Fixierer inkubiert und anschlieend 15 min in Leitungswasser
gewaschen. AnschlieRend werden die Schnitte mit Hdmatoxylin/Eosin gegengefarbt (s.
3.1.9).

3.4.5 Quantitative Tagman PCR

Die Tagman PCR beruht auf einer biphasichen Amplifikation von Template DNA (oder
cDNA), bei der die entstehenden Produkte simultan amplifiziert und quantifiziert
werden. Neben einem Primer-Paar wird eine DNA Sonde eingesetzt, die am 5'-Ende
mit einem Reporter- (FAM: 6-Carboxy-fluorescein oder JOE: 2,7-Dimethoxy-4,5-
dichloro-6-carboxyfluorecein) und 3'-Ende mit einem Quencher-Fluoreszenzfarbstoff
(TAMRA: 6-Carboxy-tetramethylrhodamin) markiert ist. In diesem Zustand wird die
Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs durch die rdumliche Nahe zum Quencher-
Farbstoff unterdriickt. Die Sonde bindet komplementar an einen DNA-Abschnitt der
vom Primer-Paar flankiert wird. Die AmpliTag Gold Polymerase besitzt
Exonukleaseaktivitdt und spaltet bei der Amplifikation die hybridisierte Sonde. Dadurch
entfallt die raumliche Kopplung von Reporter und Quencher und die vom Reporter
nach Anregung durch einen Argon-Laser emittierte Fluoreszenz wird als MaR fur das
entstandene Amplifikationsprodukt quantifiziert (s. Abbildung 10). Da die Sonde zum
Zeitpunkt der Amplifikation hybridisiert haben muss, besteht der Amplifikationszyklus
aus nur zwei Phasen: einer Denaturierungsphase und einer Annealing-Amplifikations-
Phase. Durch den biphasische Verlauf ergeben sich strenge Anforderungen an Primer-

und Sondendesign, das durch Primer Express Software unterstitzt wird.
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3.4.5.1 Leukozyten-Praparation

Bei der Dekapitation wird ca. 1 ml Blut in EDTA-R&hrchen aufgefangen, 5 min bei 20°C
und 1500 x g (2500 rpm in Beckman Alegra) zentrifugiert und das Plasma abpipetiert.
Das Zellpallet wird in 5 ml Ammoniumchlorid-Lysepuffer resuspendiert, 10 min bei 4°C
inkubiert und erneut 5 min bei 4°C und 1500 x g zentrifugiert. Falls nétig wird der Lyse-
Schritt wiederholt. AnschlieBend werden die Leukozyten mit 3 ml Dulbecco's PBS
gewaschen und 5 min bei 4°C und 700 x g (1700 rpm in Beckman Alegra) zentrifugiert.
Nach Entfernen des Waschpuffers werden die Leukozyten in TRI Reagent
resuspendiert und RNA extrahiert (s. 3.4.5.2).

3.4.5.2 RNA Extraktion

50-100 mg Hirngewebe werden in 1 ml TRl Reagent mit einem EinmalstoRel
homogenisiert und mindestens 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. RNA aus
Leukozyten wird durch Zugabe von 1 ml TRl Reagent und einer Inkubation von
5 Minuten bei RT extrahiert. Eine langere Aufbewahrung kann bei -70°C erfolgen. Zu
dem Homogenisat werden 200 ul Chloroform pipetiert und durch starkes Schitteln
gemischt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann 15 min bei 4°C und
14.000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Die wassrige Phase wird in ein neues
Eppendorf Cap transferiert, die RNA durch Inkubation fiir 10 min mit 500 pl Isopropanol
gefallt und mittels Zentrifugation fir 8 min bei 4°C und 14.000 rpm in einer
Tischzentrifuge prazipitiert. Nach Entfernen des Uberstandes wird das RNA-Pallet mit
1 ml 75%igem Ethanol gewaschen und erneut 5 min zentrifugiert. Anschlielend
entfernt man das Ethanol, trocknet das RNA-Pallet bis es beginnt, glasig zu werden
und I6st es in RNase freiem Wasser. Die RNA wird anschlieBend mittels Spektral-

photometer quantifiziert und bei -70°C gelagert.

3.4.5.3 Reverse Transkription
500 ng der aus dem rechten Prafrontalkortex und den periphere mononukleare
Blutzellen (PBMC) extrahierten RNA je Versuchstier wird revers transkribiert. Dabei

werden Multiscribe RT (PE) und Random Primers (PE) verwendet.

3.4.5.4 Tagman PCR

Die entstandene cDNA wird anschlieRend flir die Tagman real-time PCR verwendet.
Das verwendete Primer-Paar p40bobe-187F und p40bobe-286R amplifiziert ein ca.
100 bp langes Segment aus dem fir N kodierenden ersten ORF. Mittels der 5' FAM
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und 3' TAMRA markierten Sonde p40bobe-247T kann das Amplifikationsprodukt

quantifiziert werden.

Primer1 Pl ®,' Sonde '@

3 5
5 3
Primer2
R
3 5
S} < — 3’
(R
\4\_ - - ﬁ
— Pol
3 = 5
) <t ——— 3’

Abbildung 10. Quantifikation des Amplifikationsprodukts bei der Tagman PCR.

Durch die Exonukleaseaktivitdt der AmpliTaq Gold Polymerase wird die wéhrend der
Amplifikation hybridisierte Sonde hydrolysiert. Dabei kommt es zur rdumlichen
Entkopplung von Quencher- und Reporter-Fluoreszenzfarbstoff, der jetzt durch einen
Argon-Laser angeregt werden kann. Die vom Reporter emittierte Fluoreszenzstrahlung
dient als Ma@3 fiir die Menge entstandenen Amplifikationsprodukts (nach [171]).

Pol  AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase

R Reporter Fluoreszenzfarbstoff

Q Quencher Fluoreszenzfarbstoff

Fur die Erzeugung einer Standardkurve wird eine Verdinnungsreihe von 0 bis
2,5x 10° Kopien des Plasmids pBSKBVcore eingesetzt. Es besteht aus einem
kommerziellen pBluescript SK Il-Plasmid in das von der Notl- bis zur Sall-
Restriktionsenzym-Schnittstelle die BDV Nukleotide 1-8897 kloniert sind. Als
Negativkontrolle dient RNA, die parallel aus einem nicht infizierten Tier extrahierte

wurde.
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Die Reaktionen finden in einer speziellen fiir die optische Auswertung geeigneten 96
Loch Mikrotiterplatte (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate) in einem
Reaktionsvolumen von 25ul statt. Die Amplifikationsparameter sind: Prainkubation bei
50°C fir 2 min, initiale Denaturierung bei 95°C fir 10 min sowie anschlieRend 45
Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fir 15 s und Annealing/Elongation bei 60°C fir 1
min. Ramp-Zeiten werden auf den voreingestellten Werten belassen.

Der Reaktionsansatz besteht aus 6,25ul H,O, 12,5ul Tagman Universal PCR Master
Mix (enthalt AmpliTag Gold® DNA Polymerase, AmpErase® UNG, dNTPs (mit dUTP),
sowie Puffer), je 1,25ul Primer p40bobe — 187F, p40bobe — 286R (jeweils 4 mM) und
Sonde p40bobe — 247T (2 mM) sowie 2,5ul cDNA.

Die cDNA wird in die MicroAmp® Mikrotiterplatte vorpipetiert und eine Mastermix aus
den restlichen Reagenzien dazugegeben. Nach Mischen durch mehrmaliges auf und
ab Pipetieren wird die Mikrotiterplatte mit den Deckeln verschlossen und die PCR
gestartet. Sowohl Standards, als auch Proben werden im Doppelansatz bestimmt und
die Ergebnisse gemittelt. Die Auswertung erfolgt mittels Real-Time Sequence
Detection Software (Perkin Elmer). Fur die Standardkurve werden die Zahl der
Ausgangskopien der Standards gegen den Threshhold Cycle geplottet (Amplifikations-
zyklus, bei dem es erstmals zu einem signifikanten Anstieg des Fluoreszenzsignal
kommt). Mit Hilfe der Standardkurve kann anschlieBend fur jeden einzelnen

Reaktionsansatz die Ausgangskopienzahl extrapoliert werden.

3.4.6 Virustitrierung

Die Quantifizierung aus Hippocampus isolierter, infektidser Viruspartikel erfolgt mittels
Focus Immunoassay [104]. Dabei werden in Kultur befindliche, empfangliche Zellen mit
Gewebshomogenisat in einer Verdinnungsreihe infiziert und nach 3-4 Tagen mittels
Anti-N und Anti-P Antikorpern auf Anwesenheit virale Antigene untersucht. Die
Visualisierung erfolgt mit einem zweiten, HRP-gekoppelten Antikérper und
anschlielender Enzym-Substrat-Reaktion (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol, H.0,). Mikro-
skopisch kénnen Focus Forming Units (ffu) ausgezahlt und durch Multiplikation mit der

entsprechenden Verdinnung der Virustiter im Ausgangsgewebe berechnet werden.

3.4.6.1 Zellkultur
In Kultur befindliche fotale Rattengliazellen werden ca. 1:2 in einem Volumen von
100ul/Loch in 96 Loch Mikrotiterplatten ausgesat, so dass nach 24 Stunden ein

annahern konfluierender Zellrasen entsteht. Als Kulturmedium wird DMEM mit einem
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Zusatz von 1V% L-Glutamine (200 mM), 1V% Penicillin/Streptomycin und 10V% FCS

verwendet.

3.4.6.2 Titrierung

Aus dem 10%igen Hirnhomogenisat wird eine Verdlinnungsreihe mit 1:100 als
Startverdinnung und schrittweise 10facher Weiterverdiinnung in DMEM hergestellt.
100ul pro Verdinnungsstufe werden auf den annahernd konfluierenden Zellrasen
pipetiert und 3-4 Tage bei 37°C und bei 5% CO, kultiviert. Die Titrierung erfolgt im

Doppelansatz.

Volumen (ul) Reagenz Inkubationszeit (min) Temperatur
200 3% PFA 15 RT
400 1% Triton/PBS 10-15 RT
200 PBS 4°C
100 1% FCS/PBS 10 RT
100 anti-N und anti-P 1:3000 in 90 37°C
1% FCS/PBS
200 1% FCS/PBS (3 x Waschen) RT
100 Ziege-anti-Kaninchen-Ak 1:2000 in 60 37°
1% FCS/PBS
200 1% FCS/PBS (3 x Waschen) RT
100 Substrat-Mix * RT
200 PBS (Waschen) RT

* Die Enzym-Substrat-Reaktion wird bei Erscheinen eines rétlichen Farbumschlags mit
PBS gestoppt, das anschlieRend auf den Zellen verbleibt. Die Mikrotiterplatten kénnen

bis zur mikroskopischen Auswertung bei 4°C gelagert werden.

3.4.7 Western Immunoblot

Fir die Quantifizierung viraler Proteine wird ein Western Immunoblot durchgefiihrt.
Dabei wird Hippocampus-Homogenisat elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Antikdrper gegen das Phosphoprotein (P) von BDV
und Aktin als zellulares Referenzprotein markieren diese selektiv. Durch einen zweiten,

fluoreszenzmarkierten Antikérper werden die Proteinbanden dargestellt und
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anschlief’end fluorometrisch quantifiziert. Die Konzentration von P wird als Anteil der

Konzentration von Aktin angegeben.

3.4.7.1 Elektrophoresegel

Es wird ein 12%iges Acrylamidgel verwendet, das mit einem 6%igen Gel Uberschichtet
wird, in dessen Vertiefungen die Proben geladen werden.

Fir die beiden Gele wird wie folgt pipetiert: Die Reagenzien 1-3 werden zusammen-
pipetiert und gut gemischt. Die Lésungen 4-6 werden direkt vor dem GielRen des Gels

zugegeben, da unmittelbar danach die Polymerisation beginnt.

12%iges Gel 6%iges Gel

1 dH0 1,7 ml 1,33 ml
2a 1,5M Tris HCI pH 8,8 1,25 ml

2b 0,5M Tris HCI pH 6,8 625 pl
3 10% SDS 50 wl 25 ul
4 30% Acrylamid 30:0,8 2ml 500 pl
5 10% APS 25 ul 15 ul
6 TEMED 5 pl 5l

Nach GieRen des 12%igen Elektrophoresegels wird dieses mit ddiH,0 Uberschichtet
und die vollstdndige Polymerisation abgewartet (ca. 15-20 min). Anschlielend wird
nach Entfernen des Wassers das 6%ige Gel Uber das bereits polymerisierte Gel
gegossen und mit einem Kamm die Vertiefungen fiir das spatere Laden der Proben
freigehalten. Nach abgeschlossener Polymerisation (ca. 5-10 min) wird der Kamm
entfernt, das Gel in den daflir vorgesehenen Behalter gegeben, mit Elektrophorese-
puffer bedeckt und die Vertiefungen mit Hilfe einer Spritze mit Elektrophoresepuffer

ausgewaschen.

3.4.7.2 Laden des Gels und Elektrophorese:

10 Wl Probe werden mit dem gleichen Volumen Probenladepuffer gemischt,
gemeinsam mit dem Marker 3 Minuten bei 85°C erhitzt und auf Eis gekuhlt.
AnschlieRend werden 10-15 ul des Gemischs in die Vertiefung des Gels pipetiert und
die Elektrophorese bei einer Stromstarke von 40 mA gestartet. Sobald der Marker das

andere Ende des Gels erreicht hat, wird die Elektrophorese gestoppt.
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3.4.7.3 Transfer

Vier Lagen Whatman Papier werden mit Transferpuffer befeuchtetes und in die
Transferbox gelegt. Auf diese wird das aus dem Elektrophoreseapparat geldste Gel
gelegt, mit der ebenfalls in Transferpuffer befeuchteten Nitrozellulose-Membran und
anschliellend weiteren vier Lagen Whatman Papier bedeckt, wobei darauf geachtet
wird, dass sich keine Luftblasen zwischen dem Gel und der Nitrozellulosemembran
befinden. Nach Zusammenbau der Box wird der Transfer bei 3 mA/cm? gestartet. Nach
einstindigem Transfer und Markierung der Proteinseite wird die Membran vorsichtig

entnommen.

3.4.7.4 Blockieren unspezifischer Bindung
Die Membran wird ca. 10 min mit Ponceau Farbstoff gefarbt und anschlieRend 5 min
mit ddiH,0 gewaschen. Um spatere unspezifische Bindungen zu vermeiden wird fir 1 h

mit einer 1%igen Milchpulverlésung in Waschpuffer bei 4°C inkubiert.

3.4.7.5 Markierung der Proteine

Die Nitrozellulosemembran wird nun in einer 1:5000 Verdinnung von anti-P Antikérper
in Waschpuffer, bzw. Maus mAb gegen Aktin fur 1 h bei RT inkubiert. Anschliel3end
wird drei Mal mit Waschpuffer gewaschen und dann fir 1 h bei RT mit dem zweiten
Antikdrper (HRP-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen 1gG) in einer 1:2000 Verdinnung in
Waschpuffer inkubiert. Fur Aktin wird HRP-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG Antikdrper
in einer 1:2000 Verdinnung Waschpuffer verwendet. AnschlieRend wird erneut drei

Mal mit Waschpuffer gewaschen.

3.4.7.6 Detektion

Der Detektionsmix (Wasserstoffperoxid und 4-Chloro-1-naphthol) wird wie vom
Hersteller angegeben vorbereitet und die Membran mit 1-2 ml des Mixes beschichtet.
Nach Sminutiger Inkubation bei RT wird der Detektionsschirm des Phosphoimmagers

exponiert.
3.4.7.7 Auswertung

Die Quantifizierung des Fluoreszenzsignals erfolgt mittels Phosphoimager und IQMac

Software.
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3.5 Bestimmung immunologischer Parameter

3.5.1 Gewebspraparation und Gefrierschnitt
s.34.1und 34.3

3.5.2 Immunhistochemie (IHC)

Fur die selektive Darstellung bestimmter Antigene im histologischen Schnitt werden
monoklonale Antikérper (hier aus der Maus) mit dem Gewebe inkubiert und mit ihrem
spezifischen Epitop zur Bindung gebracht. Nach Entfernung nicht-gebundener
Antikorper wird mit einem zweiten, biotinylierten Anti-Maus-lgG-Antikorper inkubiert,
der an den monoklonalen Antikérper bindet. AnschlieRend werden makromolekulare
Avidin - biotynilierte HRP - Komplexe (Vectastain Elite ABC Kit) iber die hochaffine
Avidin-Biotin-Bindung gekoppelt und Uber eine Enzym-Substrat-Reaktion dargestellt (s.
Abbildung 11).

Gewebe

. spezif. Antigen l biotinyl. 2. Ak () Substrat
* monokl. Ak 2K Avidin @ Produkt

¢ Biotin ¢ biotynil. HRP
Abbildung 11. Prinzip der IHC mittels mAb und ABC Elite Kit.

Detektion spezifischer Epitope durch monoklonale Antikérper und Avidin-Biotin-

Komplexe. Die Visualisierung erfolgt mittels DAB-Reaktion (nach: [172]).
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Hierfar werden die histologischen Schnitte 30 min in Tris IHC-Puffer angefeuchtet und
mit dem unverdiinnten ersten, monoklonalen Antikérper (Ox-42, Ox-8 oder W3/25) bei
4°C fur 12-16 Stunden beschichtet [70]. Nach dreimaligem Waschen in Tris IHC-Puffer
wird mit dem HRP gekoppelten Ziege-anti-Maus-IgG-Antikdrper in einer 1:200
Verdunnung erneut 12-16 Stunden bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wird dreimal
gewaschen und durch eine 20-30mindtige Inkubation in einer 20%igen H,0O,
Verdiinnung in Methanol unspezifische Peroxidaseaktivitat im Gewebe abgepuffert.
Nach drei weiteren Waschschritten erfolgt die Inkubation mit dem makromolekularen
Avidin-biotinylierte HRP-Komplex (Avidin und biotynilierte HRP bilden innerhalb von
30 min Vorinkubation makromolekulare Komplexe). Nach 90 min bei RT wird erneut
dreimal gewaschen und die Enzym-Substrat-Reaktion zur Visualisierung gestartet. Als
Substrat dient Diaminobenzidin-tertahydrochlorid (DAB), das in ein rotbraunes
Reaktionsprodukt umgewandelt wird. AnschlieBend wird mit Hamatoxylin gegengefarbt
(s. 3.1.9).

Fur die Beurteilung der mikroglialen Reaktion, sowie der T-Lymphozyteninfiltrate
werden korrespondierende Schnitte, die Cortex und Striatum enthalten, verwendet. Auf
jedem Objekttrager befindet sich Gewebe von einem Tier je Gruppe.

Ox-42 bindet den Complement-Rezeptor Typ 3 [163] und dient der Detektion
mikroglialer Zellen und Makrophagen [70], wahrend Ox-8 und W3/25 das CD8 alpha-
bzw. CD4-Molekul binden und Marker fir CD8+- bzw. CD4+-T-Lymphozyten darstellen
[70, 162, 164].

In 5 Gesichtsfelder bei 100X VergroRerung je Versuchstier werden gefarbte CD4(+)-
bzw. CD8(+)-T-Lymphozyten ausgezahlt und ein Mittelwert gebildet. Die Werte werden

anschlieftend kategorisiert und fir jede Gruppe der Median ermittelt.

+ < 20 Zellen
++ 20-40 Zellen

+++ > 40 Zellen

Die Auswertung der auf Mikroglia gefarbten Schnitte erfolgt qualitativ. Dabei werden

Unterschiede in Aktivierungsgrad und Zahl gefarbter Mikrogliazellen beurteilt.
3.5.3 Mikrophotographie

Samtliche mikrophotographischen Aufnahmen werden an einem Nikon Eclipse E600
Mikroskop und einer Nikon Fx 35A Kamera hergestellt. Dabei werden 100 ASA
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Diafiime von Kodak verwendet und die entstandenen Diapositive mit einem Dia-

Scanner digitalisiert.

3.5.4 ELISA

3.5.4.1 Beschichtung der Mikrotiterplatten

96-Loch Mikrotiterplatten werden mit Antigen p40(N) bzw. p23(P) beschichtet. Dafiir
wird eine Antigenlésung in Borat Puffer mit einer Konzentration von 0,5 ng Antigen/ul
hergestellt und jedes Loch der Mikrotiterplatte mit in einem Volumen von 100 ul gefulit.
Anschlieend werden die Mikrotiterplatten 12-16 Stunden bei 37°C in feuchtem Milieu
inkubiert.

3.5.4.2 ELISA[102]

Nach der Beschichtung werden die Vertiefungen der Mikrotiterplatte drei Mal mit ELISA
Waschlésung gewaschen. Um unspezifische Bindungen an der Mikrotiterplatte zu
verhindern wird bei 37°C flir 45 min mit 150 ul ELISA Blocklésung inkubiert und erneut
drei Mal gewaschen. Als erster Antikdrper wird jetzt 100 ul einer Serumverdinnungs-
reihe beginnend mit einer Verdinnung von 1:50 in ELISA Blocklosung dazupipetiert
und 60 min bei 37°C inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wird fir 60 min bei
37°C mit dem zweiten Antikorper, 1:4000 in ELISA Blocklésung verdinnter HRP-
gekoppelter Ziege-anti-Ratte-IgG-Antikdrper inkubiert. Nach erneutem dreimaligem
Waschen wird die Enzym-Substrat-Reaktion durch Zugabe des ELISA TMB
Substratmixes gestartet und nach 60 min durch Zugabe von %Vi-konzentrierter
Schwefelsdure gestoppt

Als positiv Kontrolle dient Referenzserum "Ratte 1.1" einer BDV infizierten Ratte (Labor
Standard, Startverdinnung 1:100 (P) bzw. 1:1000 (N)) und als negativ Kontrolle NRtS

(normales Rattenserum).

3.5.4.3 optische Auswertung
Die Farbintensitat wird mit einem automatisierten Photometer bei 450 nm gemessen

und die Werte mittels Soft max 2.35 Software (Molecular Devices) ausgewertet.
3.5.5 RNase Protektionsassay (RPA)

Das RNase Protektionsassay basiert auf folgendem Mechanismus: Eine radioaktiv

markierte RNA-Sonde, die komplementar zu dem zu quantifizierenden RNA-Abschnitt
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ist, wird mit der extrahierten RNA hybridisiert (Abbildung 12 #1 und 2). In einem
anschlielenden Verdau mit einer einzelstrangspezifischen RNase wird nur nicht-
hybridisierte Proben-RNA und Sonde hydrolysiert (Abbildung 12 #3 und 4).
Hybridisierte Abschnitte hingegen werden nicht verdaut (RNase Protektion, Abbildung
12 #5). Nach denaturierender elektrophoretischer Auftrennung wird der Anteil unver-
dauter Sonde als Mal} fur die komplementare Proben-RNA anhand der emittierten
Strahlung quantifiziert (Abbildung 12 #6).

Das RPA wird hier im Multiprobe-Ansatz durchgefiihrt. Dabei kommen Sonden flir eine
Reihe verschiedener Zielsequenzen gleichzeitig zum Einsatz, die sich nach
Elektrophorese anhand ihrer unterschiedlichen Lange unterscheiden lassen.

Alle Prozeduren bis zum RNase-Verdau laufen streng unter RNase-freien

Bedingungen ab.
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€ einzelstrangspe zifische RNase

Abbildung 12. Prinzip des RNase Protektionsassays (RPA).

Beim RNase Protektions Assay werden komplementére radioaktiv-markierte Sonden
zu RNA hybridisiert und nach einem Verdau mit einzelstrangspezifischer RNase und
elektrophoretischer  Auftrennung die  verbliebene Sonde quantifiziert.  Die
Signalintensitat dient als Mal3 fiir die stattgefundene Hybridisierung und damit bei
Sondentiiberschul3 fiir die in der Ausgangs-RNA enthaltene Menge zur Sonde

komplementérer Nukleinséure.
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3.5.5.1 Synthese radioaktiv markierter Sonden

Die radioaktiv markierten Sonden fiir die Hybridisierung werden durch Transkription
eines RiboQuant Multi-Probe Template Set (rCK-1 + rCK3) mittels MAXIscript Kit
synthetisiert. Daflir werden die Reagenzien in der folgenden Reihenfolge pipetiert und
eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Volumen (ul) Reagenz

2 Nuklease freies Wasser

1 RiboQuant Multi-Probe Template Set rCK-1
2 10X Transkriptionspuffer

je1 10mM ATP, UTP, GTP

10 a-35S-CTP

2 T7 RNA Polymerase und Nukleaseinhibitor

Fir den Verdau der DNA-Templates wird 1 ul DNase | (2 U/ul) dazupipetiert und
30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend 80 ul RNase freies H,O zugefugt. Fur die
folgende RNA-Extraktion werden 100 ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben,
zentrifugiert und die wassrige Phase entnommen. Jetzt wird fur die Prazipitation der
synthetisierten RNA 10 ul (oder 1/10 Volumen) Ammoniumacetat sowie 275 ul (2,5
Volumina) Ethanol dazupipetiert, 30 min bei -20°C inkubiert und die RNA durch 15 min
Zentrifugation bei 4°C und 14.000 rpm (Baxter 17R) zum Prazipitieren gebracht. Nach
Abpipetieren des Uberstandes wird die RNA in 50 ul RPA Il Hybridisierungslésung
resuspendiert. Mit Hilfe zweier Aliquots a 1pul, deren Radioaktivitdt im
Szintillationszahler bestimmt wird, wird die Inkorporationsrate berechnet und die Sonde

verdunnt. Pro Ansatz werden 2 pl verdunnter Sonde bendtigt.

3.5.5.2 RNase Praparation und Hybridisierung

10 ug RNA je Versuchstier, extrahiert aus dem linken Prafrontalkortex, sowie zwei
Hefe-RNA-Kontrollen werden in der Zentrifuge vakuumgetrocknet und die RNA in 8 pl
RPA IIl Hybridisierungslosung resuspendiert. Je Ansatz werden 2 ul Sonde zupipetiert,
2-3 min auf 95°C erhitzt und bei 56°C Uber Nacht hybridisiert
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3.5.5.3 RNase Verdau

Einzelstrangspezifischer RNase A/T1 Mix wird 1:1000 in RNase Digestions-Puffer
verdinnt und 100 ul zu jedem Ansatz pipetiert. Eine der Hefe-RNA-Kontrollen erhalt
reinen RNase Digestions-Puffer ohne RNase. Sie dient als Kontrolle fir den RNase-
Verdau. Nach Mischen wird 45 min bei 30°C inkubiert und die Reaktion anschlieRend
durch Zugabe von 150 pl Inaktivierungs-/Prazipitationslésung Il gestoppt und die RNA
fur 15 min prazipitiert. Nach einer Zentrifugation fir 15 min bei 4°C und 14.000 rpm
(Baxter 17R) wird der Uberstand entfernt und die prazipitierte RNA luftgetrocknet.

3.5.5.4 Auftrennung und Visualisierung unverdauter RNA

Die RNA-Pallets werden in 5 ul Gel-Loading Puffer resuspendiert, 3-5 min bei 95°C
erhitzt und auf Eis abgekuhlt. Je Ansatz werden 4 ul auf ein denaturierendes 5%
Acrylamidgel (8 M Harnstoff/1XTBE) geladen und durch Elektrophorese aufgetrennt.
Als Laufpuffer wird 5X TBE verwendet. Anschlielliend wird das Gel vakuumgetrocknet

und ein Phosphoimager-Schirm Gber Nacht belichtet.
3.5.5.5 Auswertung

Die densitometrische Analyse erfolgt mittels IQMac software. AnschlieRend werden die

Ergebnisse anhand einer internen Kontrolle (GAPDH Kontrollsonde) normalisiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Toxikologie und Pharmakokinetik

4.1.1 Uberlebensrate

Die Uberlebensrate in Abhangigkeit der erhaltenen Ribavirindosis ist in Abbildung 13
dargestellt. In den Gruppen 0, 1,25 und 2,5 mg/kg kommt es zu keiner Reduktion der
Uberlebensrate. Ab einer Dosis von 5 mg/kg geht die i.c.v. Applikation von Ribavirin
mit einer erhéhten Mortalitat einher. Ein Versuchstier der Gruppe 5 mg/kg und zwei der
Gruppe 10 mg/kg sterben in den ersten 2 Tagen des Experiments. Ein weiteres Tier
der Gruppe 10 mg/kg stirbt kurz nach der Injektion an Tag 6.

Bei einer Dosierung von 20 mg/kg Uberlebt keines der Versuchstiere die ersten 24

Stunden. Tiere, die vor Tag 6 versterben gehen, nicht in die weitere Auswertung ein.

Uberlebensrate
(%)

100 § § 8 8 8
80 - \—4 ® ° ° °
60 -

@ L @
40 +
20 +
0 . . * . . ]
1 2 3 4 5 6 7
-e- 0 mg/kg o 1,25 mg/kg -o- 2.5 mg/kg Zeit (Tage)
-o- 5 mg/kg -o- 10 mg/kg -o- 20 mg/kg

Abbildung 13. Uberlebensrate der Tiere der sechs experimentellen Gruppen in Prozent.
Die Injektionen beginnen am Tag 1 und werden bis zum Tag 7 durchgefiihrt. Anzahl
der Tiere an Tag: 0 mg/kg n=3, 1,25 mg/kg n=5, 2,5 mg/kg n=5, 5 mg/kg n=5, 10 mg/kg
n=4, 20 mg/kg n=4. Injektionsvolumina: s. 3.1.4
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4.1.2 Korpergewicht

Tiere, die kein Ribavirin erhalten, nehmen wahrend des 7 Tage andauernden
Experiments etwa 10% ihres Ausgangsgewichts zu. Tiere der Gruppe 1,25 mg/kg
zeigen mit nur 7% eine reduzierte Gewichtszunahme und in der Gruppe 2,5 mg/kg wird
keine wesentliche Veranderung erzielt. In den beiden héheren Dosierungen dagegen
ist eine Reduktion des Kdérpergewichts und klinisch eine klare Beeintrachtigung des
Allgemeinzustandes der Tiere zu beobachten (Abbildung 14).

Korpergewicht
Q) Ribavirin-Applikation

v

245

235 ~

225
215

205 |

195
185 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1 2 3 4 5 6 7
—e— 0 mg/kg 0 1,25 mg/kg Zeit (Tage)
—0— 2,5 mg/kg —0—5 mg/kg
—0— 10 mg/kg —O— letztes Tier der Gruppe 10 mg/kg

Abbildung 14. Dosisabhidngige Gewichtsreduktion durch Ribavirin.

Die Tiere der Gruppe 0 mg/kg und 1,25 mg/kg zeigen eine weitgehend normale
Gewichtsentwicklung wéhrend der 7 Tage des Experiments. In der Gruppe 2,5 mg/kg
ist eine reduzierte Gewichtszunahme und in den Gruppen 5 mg/kg und 10 mg/kg eine
negative Entwicklung zu beobachten.Anzahl der Tiere an Tag 1: 0 mg/kg n=3, 1,25
mg/kg n=5, 2,6 mg/kg n=5, 5 mg/kg n=5, 10 mg/kg n=4, 20 mg/kg n=4. Die
Fehlerbalken repréasentieren den SEM.

T  Tod eines Tieres der entsprechenden Gruppe
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4.1.3 Gewebespiegel von Ribavirin

Die Ribavirin-Konzentration in Gewebeproben aus dem temporalen Anteil der rechten
Hemisphare jedes Versuchstieres werden mittels Radioimmunoassay quantifiziert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 15 in mg [Ribavirin]/g [Hirngewebe] umgerechnet ange-
geben.

In der Gruppe 10 mg/kg kann nur ein Tier mit in die Auswertung aufgenommen

werden, da das andere unmittelbar nach der Injektion an Tag 6 verstirbt.

Hg/g
180 -

160 -

140

120

100 -

80 -

60

40 -

20 -
UNG

0 1,25 2,5 5 10 mg/kg

Abbildung 15. Dosisabhédngige Zunahme der Ribavirinspiegel in Hirngewebe.
Ribavirinkonzentrationen in Homogenisat von Hirngewebe aus dem temporalen Anteil
der rechten Hemisphére. Mittels RIA gemessene Werte zeigen eine dosisabhéngige
Zunahme der Ribavirinspiegel. Die Fehlerbalken représentieren den SEM.

UNG unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze

In den Proben der Tiere der Gruppe 0 mg/kg kann kein Ribavirin nachgewiesen
werden. Die Sensitivitat fir das Assay betragt 3-4 ug/g Hirngewebe. Zwischen den
Konzentrationen der beiden niedrig dosierten Gruppen besteht kein signifikanter
Unterschied, sie liegen im Mittel zwischen 30 und 40 pg/g. Die bei der Gruppe 5 mg/kg

gemessene Konzentration ist dagegen mit 80 ug/g signifikant hdher, als die der beiden
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niedriger dosierten Gruppen (p < 0,05, bzw. p < 0,005). Bei dem einzelnen Tier der
Gruppe 10 mg/kg ist eine Ribavirinkonzentration von 160 pug/g gemessen worden.
Die bei dem an Tag 6 verstorbenen Tier gemessene Konzentration betragt ca.

1300 ng/g Hirngewebe (Daten nicht gezeigt).

4.1.4 HE Farbung

Zum Ausschlull potentieller histopathologischer Veranderungen, die durch die i.c.v.
Injektion verursacht sein kdnnten, werden histologische Schnitte paramedian in der
Sagitalebene der linken Hemisphare hergestellt und nach Ubersichtsfarbung mit
Hamatoxylin und Eosin mikroskopisch beurteilt. Hierbei kdnnen keine direkten,

injektionsbedingten Veranderungen festgestellt werden.

In Schnitten einer Vielzahl von Tieren, die 2,5 mg/kg oder mehr Ribavirin erhalten
haben, ist eine zunehmende entzlindliche Infiltration zu beobachten. Diese prominiert
meningeal und ependymal. Auch intravasal lassen sich in zahlreichen
GefaRanschnitten Entziindungszellen nachweisen. Dagegen sind bei den Tieren der
Gruppen 0 mg/kg und 1,25 mg/kg keine Veranderungen gegentber einem Kontrolltier

ohne Katheter feststellbar.

4.1.5 Gram Farbung
Bei der Beurteilung der Gramfarbungen im Hinblick auf eine potentiell wahrend der
Injektionen Ubertragene, bakterielle Infektion zeigen sich keine anfarbbaren Erreger.

Ein direkter Hinweis auf eine bakterielle Besiedelung kann nicht gefunden werden.

4.2 Therapeutische Wirksamkeit - klinische Parameter

4.2.1 Korpergewicht

Die Tiere werden am Tag 1 des Experiments nach Randomisierung intranasal mit BDV
inokuliert. Ab dem Tag 22 beginnt die Applikation von Ribavirin bzw. PBS fir 7
aufeinanderfolgende Tage. Die Durchschnittswerte des Koérpergewichts der Tiere sind
in Abbildung 16 gegen die Zeit aufgetragen. |hr Verlauf wahrend der Tage 22 bis 28
differiert dosisabhangig (p = 0,0015). Ribavirin inhibiert den krankheitsbedingten
Gewichtsverlust mit zunehmender Dosierung. Am prominentesten ist die Differenz am
letzten Tag der Applikation, Tag 28 (p = 0,001).
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Sowohl in der Kontrollgruppe wie auch in der Gruppe 1,25 mg/kg verstirbt ein Tier am

Tag 29 in stark reduziertem Allgemeinzustand.

Virus- Ribavirin-
inokulation applikation —

|

KG (9)
300

280 \

260 -
240 -
220

200 /
180 /

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 Zeitp.i.
(Tage)

-o-0 mg/kg o 1,25 mg/kg -o- 2,5 mg/kg

Abbildung 16. Ribavirin wirkt protektiv gegeniiber dem BD bedingten
Gewichtsverlust.

Kérpergewicht der adulten Lewis Ratten nach Inokulation mit BDV Linie He/80 am
Tag 1. Von Tag 22 bis 28 wird téglich Ribavirin bzw. PBS i.c.v. appliziert. Um eine
Obliteration der Injektionskatheter zu verhindern, wird an den Tagen 4, 10, 14 und 18
2 ul steriles PBS injiziert. Die beiden an Tag 29 verstorbenen Tiere kénnen nicht in die
weitere Auswertung mit aufgenommen werden. Die Fehlerbalken représentieren den
SEM.

0 mg/kg n=8

1,26 mg/kg  n=9  {1:ein Tier verstirbt an Tag 29 vor Beendigung des Experiments
2,6 mg/kg n=8  ft: ein Tier verstirbt an Tag 29 vor Beendigung des Experiments
KG  Korpergewicht

p.i. post infectionem

64



4 - Ergebnisse

4.2.2 Verhalten und klinische Scores

Klinische Scores

22 -
20 000
°
18 +
16 (I}
14 - *
° o0
12
o0
10 + ()
°
8 -
o0
6 ,
0 1,25 2,5 mg/kg

Abbildung 17. Dosisabhéngige Protektion gegeniiber der klinischen Symptomatik.

Klinische Scores am Tag 29 zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen den drei
experimentellen Gruppen (i =14,57, df=6, p < 0,05) mit maximalem Effekt zwischen der
Kontrollgruppen und der Gruppe, die 2,5 mg/kg Ribavirin erhalten hat (*: 1 =13,99, df=3,
p < 0,01). Die Zuweisung der Scores erfolgte am Tag 29 unmittelbar vor Beendigung
des Experiments. Der maximal erreichbare Wert betragt 22, gesunden Tieren wird der

Minimalwert von 6 zugeteilt. 0 mg/kg: n=7; 1,25 mg/kg: n=8; 2,5 mg/kg: n=8

Am Tag 29 werden die Tiere nach ihrem klinischen Erscheinungsbild anhand 6
klinischer Parameter beurteilt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt:

Es ergibt sich hierbei ein signifikanter Unterschied zwischen den drei experimentellen
Gruppen (i =14,57, df=6, p < 0,05). Der maximale Effekt ist zwischen den Gruppen, die
0 mg/kg und 2,5 mg/kg Ribavirin erhalten haben zu beobachten (i=13,99, df=3,
p <0,01). Der Median fir die Gruppe 2,5 mg/kg liegt bei 11, der der Gruppe 1,25
mg/kg bei 14,5, wahrend der der negativen Kontrollgruppe 19 betragt.

Die in allen drei Gruppen vorhandene relativ breite Streuung der Individualwerte, ist in

der Gruppe 1,25 am prominentesten.
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Gruppe klinisches Erscheinungsbild (exemplarisch) klinischer Score
0 mg/kg
20
1,25 mg/kg
13
2,5 mg/kg
7

Abbildung 18. Dosisabhédngige Reduktion der klinischen Symptome von BD.

Das klinische Erscheinungsbild in den drei Gruppen unterscheidet sich signifikant.

Abbildung 18 zeigt ein Tier je Gruppe mit dem zugehérigen klinischen Score.

66




4 - Ergebnisse

4.3 Therapeutische Wirksamkeit - virale Parameter

4.3.1 Quantitat und Verteilung viraler RNA — in situ Hybridisierung

Die belichteten und entwickelten Kodak BioMax MR Filme erscheinen im
falschfarbenen Bild, das fur die quantitative MCID-Auswertung verwendet wird wie in
Abbildung 19 gezeigt. Die Sonde in genomischer Orientierung hybridisiert mit viralen
®-Strang Transkripten, die fir das virale Phosphoprotein P kodieren. Je starker die
Hybridisierung mit viralen ®-Strang Transkription in der entsprechenden Region ist,
desto weiter oben auf der Farbskala ist die falschfarbene Kodierung der
entsprechenden Region im Schnitt. Diese ist somit ein direktes MaR fir die Menge

vorhandener viraler ®-Strang RNA und damit die Transkriptionsaktivitat.

dpmimg

Abbildung 19. Detektion viraler Transkripte mittels in situ Hybridisierung.

Falschfarben kodierte Darstellung der unterschiedlichen Intensitét der Filmschwérzung
durch hybridisierte radioaktive Sonde. Schwarz und rot dargestellte Regionen weisen
die stérkste Hybridisierung auf. In blau und griin kodierten Bereichen hat keine bzw.

nur eine geringe Hybridisierung der Sonde zu viraler &-Strang RNA stattgefunden.
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Lateral 1.90 mm Interavea

Abbildung 20. Strukturen, in denen virale Transkripte quantifiziert werden.

Anatomische Strukturen, in denen die Transkriptionsaktivitat fiir virale Transkripte
quantifiziert wird. Nicht eingezeichnet sind Gesamtkortex, Gyrus dentalis und CA3, die

in jedem Schnitt individuell komplett markiert und ausgewertet werden (nach [168]).

Auffallig hierbei ist eine inhomogene Verteilung des radioaktiven Signals: Strukturen
mit starker Hybridisierung sind der Kortex (bes. Prafrontalkortex), das Striatum,
thalamische Strukturen und der Hippocampus. Auch innerhalb des Kortex deutet sich
eine inhomogene, geschichtete Verteilung des Signals an. Im Hippocampus werden
sehr selektiv und auRerordentlich stark der Gyrus dentalis und die Region CA3 infiziert.
Ebenfalls stark betroffen sind alle Strukturen der Riechbahn. Eine nur relativ geringe
Hybridisierung zu viraler RNA hat im Marklager, dem Hirnstamm und dem Kleinhirn
stattgefunden.

Makroskopisch fallen keine Unterschiede in der Verteilung oder Intenstitat der
hybridisierten radioaktiven Sonde zwischen den experimentellen Gruppen auf. Um
einen quantitativen Vergleich der Viruslast in anatomisch entsprechenden Strukturen
und eine Veranderung der Verteilung zwischen den Versuchsgruppen anstellen zu
konnen, werden anschlielend Strukturen mit prominenter Viruslast standardisiert
densitometrisch ausgewertet (Abbildung 20 und 3.4.4.8). Die Daten ermdglichen einen
Vergleich der Verteilung, sowie der absoluten Intensitat der Hybridisierung. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt:
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T -
K K1 PFK K2 VS NRT GD CA3
B0 mg/kg 01,25 mg/kg ® 2,5 mg/kg

Abbildung 21. Kein Einfluss auf Quantitat und Verteilung viraler Transkripte.

Im quantitativen und qualitativen Vergleich von in-situ Hybridisierungen zu viralen
@-Strang Transkripten der drei experimentellen Gruppen ergeben sich keine
signifikanten Unterschiede in der Konzentration und Verteilung der viralen RNA. Die
héchsten Konzentrationen werden im Hippocampus gemessen. Die Fehlerbalken
reprdsentieren den SEM. 0 mg/kg: n=7; 1,25 mg/kg: n=8; 2,5 mg/kg: n=8

K Kortex

PFK  Préfrontalkortex

K1+2  Kortex (regional)

S Striatum

NRT  Thalamus: Nucleus reticularis

GD Gyrus dentalis des Hippocampus

CA3 Region CA3 des Hippocampus

Besonders hohe Level viraler Nukleinsaure sind im Hippocampus nachweisbar. In
keiner der analysierten Hirnregionen konnte ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den experimentellen Gruppen festgestellt werden. Tendenzielle Unterschiede

wie sie im Striatum, Gyrus dentalis und Prafrontalkortex angedeutet sind, erweisen sich
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entweder als nicht signifikant, oder zeigen keine Korrelation zur erhaltenen Ribavirin-
Dosis. Auch in der Verteilung viraler Nukleinsaure ist kein Unterschied zwischen den

Gruppen erkennbar.

Neben dieser quantitativen und qualitativen Auswertung ist in der HE gegengefarbten
in-situ Autoradiographie eine Aussage Uber die Lokalisation und Verteilung der viralen
RNA auf zellularer Ebene sowie der Bezug zu histopathologischen Veranderungen
mdoglich. Beurteilt werden Lokalisation und Typus infizierter Zellen, sowie die
Korrelation zu histopathologischen Foci.

Hierbei sind keine qualitativen Unterschiede zwischen den Tieren der drei
experimentellen Gruppen beobachtbar: Das Infektionsmuster bleibt durch die Ribavirin-
applikation unbeeinfludt. Auch ist in der HE-Gegenfarbung keine veranderte
Wirtsreaktion auf die Virusreplikation zu beobachten.

Die makroskopisch angedeutete Inhomogenitat des Signals innerhalb des Kortex findet
ihr histologische Korrelat in einer besonders hohen Signalintensitat Uber
Pyramidenzellen. Eine starke Hybridisierung zeigen daher die Schichten 3 und 5 des

Neokortex (Mikrograph nicht gezeigt).
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4.3.2 Quantitative Tagman PCR

Es wird die Kopienzahl viraler Nukleinsdure des flir N kodierenden ersten ORF in
500 ng RNA aus Préafrontalkortex, bzw. PBMC bestimmt. Die anhand einer
Verdiinnungsreihe von 0 bis 2,5 x 10° Kopien des Plasmids pBSKBVcore erzeugte
Standardkurve, die sich durch Auftragen der Zahl der Ausgangskopien gegen den ent-
sprechenden Threshold Cycle ergibt, besitzt einen Korrelationskoeffizient von 0,989.
Nach Extrapolation werden anhand dieser Standardkurve die Ausgangskopienzahl der
Proben bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 und Abbildung 23 dargestellit.
Es kann keine signifikante Reduktion viraler RNA des zweiten ORF’s in PFK
behandelter Tiere gezeigt werden. Eine mogliche Tendenz ist lediglich angedeutet.

In der Kontrollgruppe ist eine geringgradige Viramie mit ca. 50 Kopien pro 500 ng RNA
nachweisbar. Dagegen ist die Kopienzahl viraler RNA in peripheren mononuklearen

Blutzellen hochdosiert behandelter Tiere im Durchschnitt um den Faktor 7 erhoht.

Kopien

30000

25000 T

20000 -

15000 -

10000 -

5000 -

0 _
0 1,25 2,5 mg/kg

Abbildung 22. Fehlende Reduktion viraler RNA mittels Tagman RT-PCR.

Die Ergebnisse der quantitativen Tagman real-time RT-PCR zeigen keine signifikanten
Unterschiede in den Level viraler RNA des ersten ORF im Préfrontalkortex der
infizierten Ratten. Ribavirin hat in den untersuchten Dosen keinen signifikanten Einfluf3
auf die Level viraler Transkripte des ersten ORF. Die Fehlerbalken repréasentieren den
SEM. 0 mg/kg: n=7; 1,25 mg/kg: n=8; 2,5 mg/kg: n=8
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Kopien pro
500 ng RNA

500 -

400 [

300 -

200 -

100

N

0 1,25

mg/kg

Abbildung 23. Verstarkung der Virdmie.

In peripheren mononukleéren Blutzellen der Kontrolltiere ist BDV RNA des ersten ORF
nur in geringem Mal3e nachweisbar. Ribavirin-behandelte Tiere weisen demgegeniiber
eine stérkere Virdmie auf. Die Kopienzahl ist bei den hochdosiert behandelten Tieren
ca. um den Faktor 7 héher. Dieser Effekt ist aufgrund der groBen Streuung der Werte
statistisch nicht signifikant (p=0,12). Die Fehlerbalken reprdsentieren den SEM. 0
mg/kg: n=4; 1,25 mg/kg: n=5; 2,5 mg/kg: n=4

4.3.3 Virustitrierung

Mit Hilfe der Virustitrierung IaRt sich die Zahl infektiéser Viruspartikel in einer Gewebs-
oder FlUssigkeitsprobe bestimmen. Verwendet wird hier aus einem 3 mm breiten,
coronaren Schnitt der linken Hemisphare praparierter Hippocampus.

Auch in der Virustitrierung werden Kkeine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den experimentellen Gruppen beobachtet (Abbildung 24). Die Titer bewegen
sich bei allen drei Gruppen in einem engen Bereich zwischen 10° und 10° ffu/g

Gewebe.
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ffu/g Hirngewebe

1,00E+06

1,00E+05 -
0 1,25 2,5 mg/kg

Abbildung 24. Kein signifikanter EinfluB von Ribavirin auf Virustiter in Hippocampus.

Die Titrierung erfolgt mittels Focus Immunoassay auf fetalen Rattengliazellen. Flir die
Markierung infizierter Zellen werden monoklonale Antikérper gegen N und P
verwendet. Die Fehlerbalken reprdsentieren den SEM. 0 mg/kg: n=7; 1,25 mg/kg: n=8;

2,56 mg/kg: n=8. ffu: focus forming units

4.3.4 Western Immunoblot

Virales Phosphoprotein P (p23) wird in Hippocampus zweier Tiere je Gruppe
quantifiziert. Daflir werden aus der Kontrollgruppe und der Gruppe 2,5 mg/kg Tiere mit
extrem starker (0 mg/kg), bzw. schwacher Auspragung der klinischen Symptome
ausgewahlt. Fur die Gruppe 1,25 mg/kg werden Proben reprasentativer Tiere
verwendet. Die in Relation zu Aktin normalisierten Ergebnisse sind in Abbildung 25
dargestellt. Es ergibt sich kein Hinweis fir eine Reduktion der relativen Konzentration

von P in hippocampalem Gewebe.
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rel. Konz. von P
0,5

0,4

0,3 -

0,2 -

0,1

1,25 2,5 mg/kg

Abbildung 25. Relative Konzentration von P in Hippocampus infizierter Tiere.

Im Western Blot werden das virale Phosphoprotein und als zelluldrers Referenzprotein
Aktin quantifiziert. Level fiir P werden als Quotient zu Aktin angegeben. Hierbei zeigt
sich keine Hinweis fiir eine Reduktion von P. Eine Aussage l(iber statistische

Signifikanz ist nicht méglich. 0, 1,25 und 2,5 mg/kg: n=2

4.4 Therapeutische Wirksamkeit - immunologische Parameter

4.4.1 Immunhistochemie

CDA4(+)-, bzw. CD8(+)-T-Lymphozyteninfiltrate

Es finden sich reichlich positiv gefarbte Zellen. Das bekannte Verteilungsmuster ist
auch hier zu beobachten: CD4+ Zellen werden vornehmlich perivaskuldar, CD8+ Zellen
perivaskular und im Parenchym nachgewiesen. In koronar geschnittenem Kortex und
Striatum werden 5 Gesichtsfelder bei 100X VergrofRerung je Versuchstier ausgezahit
und ein Mittelwert gebildet. Die kategorisierten Werte fir CD4(+)- und CD8(+)-T-
Lymphozyten sind in Abbildung 26 dargestellt:
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a) CD4(+)-T-Lymphozyten

0 mg/kg 1,25 mg/kg 2,5 mg/kg
Median
++ ++ +
Individualwerte
++ + +
+++ + +
++ + +
+++ +++ ++
+++ ++ +
+ ++ +
++ ++ +
++ +
b) CD 8(+) T-Lymphozyten
0 mg/kg | 1,25 mgl/kg 2,5 mg/kg
Median
++ | ++ +/++

Individualwerte

++ ++ +
++ + ++
+++ ++ +
+++ ++ ++
++ +
+ ++ ++
++ ++ ++
++ +

Abbildung 26. Reduktion der Zahl infiltrierender T-Lymphozyten.

Zahl positiv markierter Zellen in koronaren Schnitten; es wird fiir jedes Tier in 5
Gesichtsfeldern bei 100X Vergré3erung gezédhlt und anschlieBend ein Mittelwert
berechnet. Als Gruppenwerte sind die Mediane der Individualwerte jeder Gruppe
angegeben.+: < 20 Zellen; ++: 20-40 Zellen; +++: > 40 Zellen

Es ist eine Reduktion der Zahl beider T-Lymphozytensubtypen in der Gruppe
2,5 mg/kg zu beobachten. Die Reduktion der absolute Anzahl infiltrierender CD4(+)

Zellen ist dabei prominenter, als die von CD8(+)-T-Lymphozyten.
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CD4
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CD8
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Abbildung 27. Reduktion von CD4*- und CD8"-T-Lymphozyten bei hochdosierter

Ribavirinapplikation.

CD4*- und CD8'-T-Lymphozyten finden sich in coronaren Schnitten bei Tieren der
Gruppe 2,5 mg/kg in reduzierter Zahl. In Abbildung 27 sind reprasentative Schnitte
(100X VergréBerung) dargestellt. Zusétzlich ist die Anférbbarkeit von Zellen

mikroglialer Morphologie durch beide mAb erkennbar.

Sowohl in der Farbung auf CD4, als auch auf CD8 fallt eine Anfarbung auch von Zellen

mikroglialer Morphologie auf.

Mikroglia

Der qualitative Vergleich mittels Ox-42 detektierter Mikrogliazellen erfolgt in Bezug auf
Zeichen von Aktivierung. Maly hierfir sind unter anderem eine Kontraktion der
mikroglialen Fortsatze, einhergehend mit einer VergroRerung und Abkugelung der
Perikarien [50]. Wie in Abbildung 28 in kortikalen Ausschnitten exemplarisch gezeigt,
sind keine Unterschiede im Aktivierungsgrad gefarbter Mikrogliazellen in Gehirnen mit
Ribavirin behandelter Tiere gegenliber denen der Gruppe 0 mg/kg feststellbar. Im
Schnitt eines nicht-infizierten Kontrolltiers sind Mikrogliazellen in nicht-aktiviertem
Zustand gezeigt. Hier sind die Fortsatzen der Mikrogliazellen gut erkennbar. Im Schnitt
der Tiere der Gruppen 0 mg/kg und 2,5 mg/kg wirkt der Bereich zwischen den
Mikrogliazellen aufgehellt, es sind deutlich weniger Zellfortsatze angefarbt.
Demgegenuber ist die absolute Zahl angefarbter Zellen in den Schnitten behandelter
Tiere im Vergleich mit unbehandelten, infizierten Ratten deutlich reduziert. Die
Applikation von Ribavirin resultiert also in einer Reduktion der Zahl der Mikrogliazellen
in infizierten Tieren. Der beschriebene Effekt ist besonders prominent zwischen der
Gruppe 2,5 mg/kg und der Kontrollgruppe. Das Bild bei den Tieren der Gruppe

1,25 mg/kg reiht sich zwischen diesen beiden Extremen ein (nicht gezeigt).
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Immunhistochemie mit Ox-42 als mAb (exemplarisch)

0 mg/kg

2,5 mg/kg

79




4 - Ergebnisse

" ' - : Nicht-infiziertes
‘ § Kontrolltier

LY

Abbildung 28. Reduktion der Zahl mikroglialer Zellen.

Kortikale Ausschnitte aus immunhistochemisch angeférbten koronaren Schnitten in

100X Vergré3erung. Als monoklonaler Antikérper wird Ox-42 verwendet.
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4.4.2 RNase Protektions Assay (RPA)

In 10ug totaler RNA wird aus Prafrontalkortex wird mRNA fir IL-1a, IL-1B, TNFa und
TNFB, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IFNy, IFNB, GM-CSF, TGFp1, TGFp2, TGFB3,
L1B und migration inhibition factor mittels RPA quantifiziert. Bei sechs der Faktoren
konnte eine Tendenz in MRNA Konzentrationen beobachtet werden. Die Werte sind in

Abbildung 29 zusammengestellt:

45000 -
40000
35000 -
30000
25000 -
20000
15000 -
10000 -
5000 - . f ﬂ
0 -
IL1-o IL1-B IL10 IFN-y TNF-a
B0 mg/kg 01,25 mg/kg ® 2,5 mg/kg

Abbildung 29. Vermehrte Expression von mRNA fiir IFN-y und IL10.

RNase Protektions Assay fiir die Quantifizierung von mRNA fiir IL1-a, IL1-5, IL4, IL10,
IFN-y und TNF-a aus 10ug RNA aus Préfrontalkortex. Die Hochregulation von IFN-y
mRNA ist signifikant (p < 0,005). Fehlerbalken geben den SEM wieder. 0 mg/kg: n=7;
1,25 mg/kg: n=8; 2,5 mg/kg: n=8

Bei den Tieren beider Ribavirin-Gruppen kommt es gleichmaRig zu einem Anstieg der
mRNA-Level fir IL10, der statistisch nicht signifikant ist (p = 0,06). Als Signifikant
erweisen sich die Unterschiede in den mRNA Levels fir IFN-y (p < 0,005). Hier ist eine
Zunahme in Abhangigkeit zur verabreichten Ribavirin-Dosis zu beobachten. Die
Veranderungen bei den mRNA-Level fir IL1-a, IL1-B, IL4 und TNF-a sind nicht

signifikant.
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443 ELISA

Die Quantifizierung der Antikérpertiter mittels ELISA zeigt eine intensivierte humorale
Immunantwort. Titer gegen das virale Phosphoprotein sind im Mittel in den beiden
Ribavirin Gruppen erhoht. In parallel durchgefiihrten Versuchen zur Bestimmung der

Titer von anti-N Antikdrpern zeigt sich keine wesentliche Erhéhung.

20000
18000 -
16000 -

14000

12000

10000 -
8000
6000 -

4000 -
2000 +

O _
anti-P Titer anti-N Titer

B0 mg/kg 01,25 mg/kg W 2,5 mg/kg

Abbildung 30. Verstarkung der humoralen Immunantwort.

Mittelwerte der anti-P und anti-N Antikbrpertiter mittels ELISA. Es kommt in den
Ribavirin-behandelten Tieren zu einer intensivierten humoralen Immunantwort gegen
das Phosphoprotein von BDV. Antikérper gegen N sind dagegen nicht signifikant
veréndert. Fehlerbalken représentieren den SEM. 0 mg/kg: n=7; 1,256 mg/kg: n=8; 2,5
mg/kg: n=8
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5 Diskussion

5.1 Toxikologie und Pharmakokinetik

In der vorliegenden Studie wird Ribavirin zum ersten Mal auf seinen therapeutischen
Nutzen gegenlber einer Infektion mit BDV in vivo getestet. Da nur wenig Uber die
Passagefahigkeit von Ribavirin Gber die intakte Blut-Hirn-Schranke (BHS) bekannt ist,
wird der Wirkstoff direkt in das ZNS appliziert. Bezliglich der Pharmakokinetik von
Ribavirin bei intrakranieller Applikation liegen bisher nur Daten aus einem Hamster-
modell vor, wo Ribavirin subarachnoidal in Volumina von 50 ul und Dosen von 5, 10,
und 20, 40 und 80 mg/kg KG/Tag injiziert wurde. Die maximal erreichten Konzen-
trationen stellten sich dabei an Tag 6-7 ein [173].

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde fir die Charakterisierung der
Pharmakokinetik in dem vorliegenden Modell Dosen von 5, 10 und 20 mg/kg KG/Tag
ausgewanhlt. Augrund der Tatsache, dass das Gehirn eines Hamsters einen Anteil von
ca. 2,8%, das einer Ratte dagegen nur 0,7% des Gesamtgewichts ausmacht [174],
wurden zusatzlich Dosen von 2,5 und 1,25 mg/kg extrapoliert. Die experimentell
eingesetzten mannliche Lewis Ratten erhielten somit Ribavirin i.c.v. in Dosierungen
von 0; 1,25; 2,5; 5; 10 und 20 mg/kg Uber einen Zeitraum von 7 Tagen.

Dosen von 1,25 und 2,5 mg/kg wurden von den Lewis Ratten gut toleriert: Die Tiere
erholten sich schnell von der taglichen Narkose und unterschieden sich hinsichtlich
ihres Putz- und Fressverhaltens kaum von den Kontrolltieren. Als Mal} fur den
allgemeinen Gesundheitszustand der Tiere wurde taglich das Kérpergewicht bestimmt.
Mit einem Alter von 56-60 Tage befinden sich mannliche Lewis Ratten noch in der
Wachstumsphase und steigern ihr Gewicht innerhalb der nachsten Lebenswoche im
Mittel um ca. 10% (s. 2.77). Die Kontrolltiere unterscheiden sich von dem
Normalkollektiv, das diesen Werte zugrunde liegt durch die wenige Tage
zuruckliegende Katheterimplantation, die taglich Narkose sowie die intrakranielle
Volumenbelastung. Dennoch weisen die Durchschnittswerte der Kontrollgruppe
(Injektion von PBS) von Tag 1 zu Tag 7 eine Zunahme des Kdrpergewichts von 10,9%
auf. Die Implantation sowie die tagliche Manipulation zeigt also keinen negativen
Einfluk auf die Zunahme des Koérpergewichts der betroffenen Tiere. Eine leicht
verzdgerte Gewichtsentwicklung und eine Uberlebensrate von 100% in den Gruppen
1,25 und 2,5 mg/kg (s. Abbildung 14) sprechen fur eine allgemein gute Vertraglichkeit
von Ribavirin in dieser Dosierung. Dagegen geht die Applikation von 5, 10 und 20

mg/kg mit einer zunehmenden Toxizitat (deutlicher Gewichtsverlust in den Gruppen 5
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und 10 mg/kg) und erhéhten Mortalitat (5, 10 und 20 mg/kg) einher: Die LDsg in diesem
Modell betragt etwa 10 mg/kg KG/Tag.

Die gemessenen Gewebespiegel von Ribavirin weisen eine positive Korrelation mit
den verabreichten Dosen auf (s. Abbildung 15) und liegen zwischen 30 und 160ug/g
Hirngewebe. Die Applikation von 10 mg/kg KG/Tag resultiert bei dem Tier, das bis zum
Tag 8 Uberlebt, in einer Konzentration von 160 ng/g. Die Konzentration von etwa 1300
ug/g, die bei dem an Tag 6 verstorbenen Tier gemessen wird, ist mit der unmittelbar
vorher erfolgten Injektion zu erklaren und spiegelt vermutlich nicht die reale
Konzentration im Gehirn wider. Trotz des abweichenden Applikationswegs (i.c.v. vs.
subarachnoidal), den unterschiedlichen applizierten Volumina (5-20 pl vs. 50 pl) und
dem verwendeten Versuchstier Ratte decken sich diese Werte mit den Ergebnissen
des Hamstermodells: Hier liegen die maximal vertraglichen Gewebespiegel zwischen
50 und 150 ng/g, die toxische Dosis wird zwischen 250 und 400 ug/g angegeben. Dass
die maximal tolerierten Spiegel im vorliegenden Modell bereits bei 5 bis 10 mg/kg KG
erreicht werden (im Vergleich mit bis zu 20 mg/kg KG beim Hamester), ist vermutlich mit

dem geringeren relativen Gewicht des Gehirns der Ratte zu erklaren.

l.c.v. applizierte Volumina bis etwa 5 ul werden erfahrungsgemafl® gut vertragen
(M. V. Solbrig, personal communications). Dieses geringe Volumen kann aber
aufgrund der Loéslichkeit von Ribavirin mit maximal 125 mg/ml PBS (ca. 0,5 M) bei
einer Applikation pro Tag nicht fir alle experimentellen Gruppen eingehalten werden.
Um die notwendigen Dosen zu erzielen mussen Volumina und/oder Zahl der
Injektionen erhoht werden. Im vorliegenden Modell kommen Volumina zwischen
einmalig 5 ul und zweimalig 15-20 pl zur Anwendung (s. Tabelle 3). Fir die hoch-
dosiert behandelten Tiere addiert sich hierdurch der toxische Effekt von Ribavirin mit
einer Steigerung des Hirndrucks durch die gréfiere intrathekale Volumenbelastung. Die
ermittelte toxische Dosis fir Ribavirin bei i.c.v. Injektion ist somit an die verwendeten

Volumina gekoppelt.

Um durch die Injektionstechnik verursachte, histopathologisch fassbare
Veranderungen zu beurteilen wurde anschliefend Hirngewebe unter Einschluss des
linken Seitenventrikels in HE gefarbten histologischen Schnitte untersucht. Hierbei
konnten keine injektionsbedingten Alterationen festgestellt werden. Es zeigte sich

jedoch bei den hochdosiert behandelten Tieren meningeale und perivaskulare
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Entzindungsinfiltrate (s. 4.7.4). Zur orientierenden Beurteilung einer applikations-
bedingten bakteriellen Infektion wurde eine Gramfarbung angeschlossen, die keinen
Hinweis auf eine bakterielle Besiedelung erbrachte. Eine bakterielle Genese kann nicht
ausgeschlossen werden, ist jedoch unwahrscheinlich, da sich die beschriebenen
Veranderungen dosisabhangig verhalten und bei den Tieren der Gruppen 0 und
1,25 mg/kg nicht zu beobachten sind. Vermutlich handelt es sich bei den beobachteten

Infiltraten um die lokale Reaktion auf eine toxische Schadigung.

Fur eine weitere Testung in BDV infizierten Lewis-Ratten wurden auf Grundlage dieser
Ergebnisse Dosen von 1,25 und 2,5 mg/kg ausgewahlt: die toxischen Nebenwirkungen
sind in beiden Gruppen vernachlassigbar, die zu applizierenden Volumina fiir beide
Dosierungen gleich und ausreichend gering.

An Tag 1 des Experiments wurden 25 Tiere intranasal mit BDV inokuliert. Die Infektion
Uber das olfaktorische Epithel entspricht dem vermuteten natirlichen Infektionsweg
[12]. Die verwendeten Lewis-Ratten zeigten bereits zwei Wochen spéater erste Zeichen
der Infektion: sowohl verstarkte Schreckreaktionen als auch Hyperaktivitdt waren
beobachtbar und bestatigten klinisch die Infektion aller Tiere [48]. Nach
Randomisierung der Tiere (0 mg/kg: n=8, 1,25 mg/kg: n=9, 2,5 mg/kg: n=8) wurde ab
Tag 22 mit der 24stindigen Applikation von Ribavirin oder PBS begonnen. Die Therpie
setzt also zu einem Zeitpunkt ein, der eine klinische Diagnose zulasst.

In der folgenden Woche kommt es bei den Tieren aller drei experimentellen Gruppen
zu einem BD-bedingten Gewichtsverlust. Dieser korelliert jedoch negativ mit der
verabreichten Ribavirinmenge: In der Kontroligruppe kommt es zu einer
Gewichtsreduktion von 23%, bei einer Dosierung von 1,25 betragt sie 18% und in der
Gruppe 2,5 mg/kg 10% (Tag 22 bis 28, s. Abbildung 16). Diese gunstige Beeinflussung
des Gewichtsverlaufes ist signifikant (p=0,0015) mit einem maximalen Effekt an Tag 28
(p=0,001). Hierbei dient das Kdrpergewicht als einfach und objektiv zu ermitteinder
Ubersichtswert fiir den korperlichen Zustand der Tiere und den Schweregrad der
Erkrankung. Auch die an Tag 29 ermittelten klinischen Scores spiegeln diesen
protektiven Effekt von Ribavirin wider. 24 Stunden nach der letzten Injektion weisen die
mit Ribavirin behandelten Tiere eine weit weniger schwere Auspragung von BD auf:
Bei der Beurteilung aulerlicher Zeichen der Erkrankung, des Putzverhaltens, der
motorischen Aktivitdt, der Atmung und des Ernahrungszustands zeigen sich
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (i =14,57, df=6, p < 0,05) mit einem

maximalen Effekt zwischen der Kontrollgruppe und der hochdosierten Gruppe
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(i=13,99, df=3,p < 0,01). Die Mediane der individuellen Scores liegen bei 19, 14,5 und
11 auf einer Scala von 6-22. Dabei reprasentiert ein Punktwert von 22 die starkste
Auspragung der beurteilten Symptome (s. Abbildung 17. Dosisabhédngige Protektion
gegentiber der klinischen Symptomatik.).

Durch die intrathekale Therapie mit Ribavirin im akuten Stadium von BD gelingt bei
Lewis-Ratten eine dosisabhangige, signifikante und erhebliche Reduktion der
klinischen Symptomatik. Besonders die sehr schweren Krankheitsverlaufe werden
durch eine hochdosierte Ribavirintherapie verhindert. Ein weiteres Indiz fir den
Therapieerfolg gerade bei schweren Verlaufen ist eine Uberlebensrate von 100% in
der hochdosiert behandelten Gruppe. In den beiden anderen Gruppen verstirbt
dagegen je ein Tier an Tag 29 in stark reduziertem Allgemeinzustand (s. Abbildung
16).

Zwei verschiedene Mechanismen koénnen potentiell flir diesen protektiven Einfluss von

Ribavirin verantwortlich sein:

a) Zum einen inhibiert Ribavirin in vitro die Replikation von BDV [116, 117]. Eine
reduzierte virale Replikation konnte einen schwacheren Stimulus fir die
Immunantwort des Wirts darstellen, was wiederum in eine mildere Symptomatik
bewirken wirde (Immunpathogenese von BD s. [12]).

b) Alternativ oder additiv kdnnte die Immunantwort des Wirtstieres direkte moduliert
oder supprimiert werden. Dadurch kann eine Verbesserung der klinischen Situation
auch ohne Reduktion der Viruslast erreicht werden [58, 63, 69, 78-81, 85, 86, 12].

Um beide Mechanismen auf ihre Bedeutung in diesem Modell zu prifen, werden im

nachsten Schritt die Virusreplikation im ZNS der infizierten Ratten quantifiziert und die

hierdurch induzierte Immunreaktion charakterisiert.
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5.2 Virostatischer Effekt
Nach Phosphorylierung durch zellulare Enzyme [175] entwickelt Ribavirin als Ribavirin-

5'-mono-, -di-, bzw. -triphosphat einen inhibitorischen Effekt auf zellular und viral

kodierte Enzyme. Der bereits 1972 erstmals beschriebene antivirale Effekt von
Ribavirin auf ein breites Spektrum von DNA- und RNA-Viren ([190, 191], s. Tabelle 2)

beruht auf folgenden Mechanismen, die je nach Modell in ihrer relativen Bedeutung

variieren konnen:

1. Reduktion des intrazellularen GTP-Pools.

2. Inhibition des 5'-cappings transkribierter mRNA.

3. Direkte Hemmung der viralen Polymerase.

4. Mutagener Effekt nach Inkorporation von Ribavirin.

Durch die bereits langer bekannten Mechanismen 1-3 kommt es zu einer Inhibition der

viraler Replikation (s. Tabelle 4, s. Abbildung 31).

Aktive Form Mechanismus direkter Effekt indirekter Effekt
Ribavirin- Kompetitive
5'-monophosphat Inhibition der IMP- GTP-Pool Transkription
[178] Dehydrogenase [180] Replikation
[179]
Ribavirin- Inhibition der RNA- mRNA 5'-capping +
5'-triphosphat Guanylyltransferase [175] Translation 4
[181] [182, 183]
Ribavirin- Inhibition des Transkription |

5'-triphosphat

Polymerase-Komplexes
[122, 126, 192, 193]

Replikation

Tabelle 4. Virostatische Wirkmechanismen von Ribavirin.

Ribavirin inhibiert nach Phosphorylierung zu Ribavirin-5-mono-,-di-, bzw. -triphosphat

Transkription, Translation und Replikation in verschiedenen experimentellen Modellen.
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Abbildung 31. Inhibition der IMP-DH, Reduktion der Synthese von GTP (aus
[118]).

Ribavirin fiihrt lber eine kompetitive Hemmung der IMP-Dehydrogenase zu einem

reduzierten GTP-Pool und dadurch einer geringeren Transkription und Replikation.

Desweiteren konnte kirzlich ein mutagener Effekt von inkorporiertem Ribavirin auf die
Polymerase von RNA-Viren, im Modell der Poliovirus 3Dpol, nachgewiesen werden
(Mechanismus 4). Nach Inkorporation von Ribavirin wird Cytidin und Uridin in gleicher
Haufigkeit als Partnerbase von Ribavirin gefunden [187]. In dem genannten Modell
resultiert daraus in Zellkultur eine Reduktion infektioser Polioviruspartikel auf
0,00001%, wobei der antivirale Effekt direkt mit der mutagenen Aktivitat korreliert. Er
wird ausgel6st Uber Induktion letaler Mutationen (error catastrophe) und Reduktion der
Synthese viraler RNA [187, 188]. Inwieweit dieser mutagene Effekt auch bei

Polymerasen anderer RNA-Viren von Bedeutung ist, muss noch gezeigt werden.

Transkriptionsaktivitat:

Kommt es in diesem in vivo Modell aufgrund der Mechanismen 1,3 und/oder 4 zu einer
Transkriptionsinhibition, lasst sich dies durch Quantifizierung viraler RNA nachweisen:
In Strukturen mit gewdhnlich hoher viraler Transkriptionsaktivitat wird mittels in situ

Hybridisierung und Tagman-RT-PCR virale RNA quantifiziert. Die in situ Hybridisierung
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liefert zusatzlich Information Uber die Verteilung viraler Nukleinsaure in verschiedenen
Hirnregionen. Als Target fur die radioaktive Sonde in der in situ Hybridisierung wird
®-Strang RNA ausgewahlt, die fur das Phosphoprotein von BDV kodiert. P zeichnet
sich durch eine hohe Abundanz in Gewebe mit intensiver viraler Transkriptionsaktivitat
aus [189]. Quantifiziert wird in Hippocampus, Striatum und Thalamus der rechten
Hemisphare. Neben einer hohen Viruslast zeichnen sich diese Strukturen durch eine
enge Lagebeziehung zum inneren Liquorraum und somit eine kurze Diffusionsstrecke
fur das applizierte Virostatikum aus. Fir die quantitative RT-PCR wird Nukleinsaure
verwendet, die aus dem linken Prafrontalkortex isoliert wird. Auch fiir diese Struktur
weist BDV einen hohen Tropismus auf. Weder in situ Hybridisierung noch RT-PCR
koénnen eine signifikante Reduktion viraler Nukleinsaure zeigen (s. Abbildung 21 und
Abbildung 22). Auch in der Verteilung der Sonde lasst sich kein Unterschied zwischen
den experimentellen Gruppen nachweisen. Unabhangig von der Entfernung zum
Applikationsort zeigt Ribavirin in diesem Modell keinen inhibitorischen Effekt auf die
Transkription von BDV. Auch auf mikroskopischer Ebene lasst sich kein Ribavirin-
induzierter Effekt auf das Infektionsmuster und die Verteilung viraler RNA nachweisen.
Das hier beobachtete Verteilungsmuster der viralen Transkripte spiegelt den fir BDV
typischen und mehrfach beschriebenen Tropismus flr das limbischen System, den
Kortex, Thalamus und das Cerebellum wider ([46, 48, 54, 89] reviewed [62] und [12]).

Weder bei der Quantifizierung absoluter viraler Nukleinsdurespiegel in den drei
experimentellen Gruppen noch bei der Analyse der relativen Verteilung der Virus-
transkripte konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen
werden. Daher muss davon ausgegangen werden, dass in dem untersuchten Modell
keiner der Mechanismen 1, 3 oder 4 fir den klinisch protektiven Effekt einer i.c.v.

Applikation von Ribavirin verantwortlich ist.

Translationseffizienz:

Reduzierte Translation viraler mRNA zeigt sich in einer geringeren Konzentration
viraler Proteine. Zur orientierenden Beurteilung dieses Mechanismus wird virales
Nukleoprotein in Hippocampus der infizierten Tiere mittels Western-Immunoblot
quantifiziert. Dafir wurden je zwei Vertreter pro Gruppe ausgewahlt: in der
Kontrollgruppe Tiere mit klinisch schwere Auspragung und fir die Gruppe 2,5 mg/kg
Tiere, bei denen der protektive Effekt von Ribavirin besonders prominent ist. Zusatzlich
wird Gewebe zweier reprasentativer Tiere der Gruppe 1,25 mg/kg verwendet. Es zeigt

sich keine Korrelation zwischen reduzierter Proteinkonzentration und verringerter
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klinischer Symptomatik. Somit ist auch Mechanismus 2 als kausaler Faktor fur den
positiven Effekt von Ribavirin wenig wahrscheinlich. Beobachtet wird eher eine
Zunahme der Konzentration des Nukleoproteins mit steigender Ribavirindosis. Die
Bestimmung erfolgt jedoch lediglich orientierend. Ein prominenter Effekt kann nicht
nachgewiesen werden (s. Abbildung 25). Da nur zwei Werte je Gruppe vorliegen, kann

keine Aussage lber statistische Signifikanz gemacht werden.

Virusreplikation:

Alle vier Mechanismen, die flr den virostatischen Effekt von Ribavirin bekannt sind
fuhren letztendlich zu einer Inhibition der viralen Replikation. Um die Konzentration
infektioser BDV-Partikel bei den drei Therapiegruppen zu quantifizieren, wird eine
Virustitrierung mittels Focus Immunoassay durchgeflihrt. Die Titer liegen in allen Fallen
in einem engen Bereich zwischen 10° und 10° ffu/g Hippocampusgewebe (s. Abbildung
24), einer Grolkenordnung, die regelmallig in adulten BDV-infizierten Lewis-Ratten
gemessen wird [170]. Tendenziell 1asst sich eine dosisabhangige Reduktion der Titer
erkennen. Die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant und kommen auch wegen der
geringen Differenz nicht als kausaler Faktor flir den beobachteten positiven klinischen
Effekt in Frage.
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5.3 Immunmodulatorischer Effekt (Neuroprotektion)

Neben dem antiviralen Effekt von Ribavirin sind zusatzlich immunmodulatorische
Mechanismen beschrieben worden: bei chronisch viraler B und C Hepatitis kann mit
einer Ribavirintherapie ein positiver Effekt auf klinische Parameter (Serum-ALT-
Spiegel) erzielt werden [126, 127, 190-194]. Dabei kommt es jedoch nur selten zu einer
Clearance des Virus, so dass die Frage nach dem Mechanismus zunachst offen bleibt.
Ebenso wurde in einigen Fallen eine Reduktion histopathologischer Veranderungen
beobachtet [192-194]. Bei Analyse der Immunreaktion fallt auf, dass es zu einer
absolut oder relativ erhdhten Produktion der Zytokine IL-2, IFN-y sowie TNF-o. kommt.
Dies hat eine Polarisation der T-Zell-Antwort in Richtung Typ 1 mit einer aggravierten
zellularen Immunantwort zur Folge [158-161]. Dieser Effekt wird fiir die beobachtete
Normalisierung von Laborparametern, Leberhistologie und Klinik bei Patienten mit

chronisch viralen Hepatitiden verantwortlich gemacht.

Als Pathogenesefaktoren bei BD sind wie erwahnt verschiedene Komponenten der
Immunreaktion des Wirtsorganismus auf die Infektion mit BDV identifiziert worden:
Bedeutend ist eine funktionierende zellulare Immunantwort, wobei T-Helfer- wie
zytotoxische T-Zellen von Bedeutung sind (s. 1.3.2). Zusatzlich wurde in mehreren
Modellen eine reaktive Mikrogliose kolokalisiert mit neuropathologischen Foci sowie
eine Aktivierung von Mikroglia besonders in Nachbarschaft von Immunzellinfiltraten
[563, 64] beobachtet und eine kausale Beteiligung postuliert [70-72]. Als Mechanismus
kommt einerseits die Synthese proinflammatorischer Zytokine [72] in Frage. Bei der
Untersuchung der BDV induzierten Retinopathie konnte andererseits eine
phagozytotische Aktivitdt von Mikroglia und Makrophagen gegeniber neuronalen
Zellen nachgewiesen werden [50]. Mikroglia und/oder Makrophagen scheinen auch an
der gesteigerten Expression von mRNA fir die induzierbare NO-Synthetase (iNOS)
wahrend der akuten Phase von BD beteiligt zu sein. Diese korreliert zeitlich mit dem
Auftreten klinischer Symptome und liefert weitere Hinweise fir eine pathogenetische

Beteiligung dieser Zellpopulation [65, 66].

Fur die Beurteilung eines potentiellen Einflusses von Ribavirin auf die Immunantwort
der infizierten Tiere werden folgende immunologischen Parameter untersucht:

a) Infiltration von T-Lymphozyten als Mal fiir die zelluldre Immunantwort.

b) Zahl und Aktivierungsgrad der Mikroglia.

c) Zytokinprofil.

d) Antikorpertiter gegen virale Proteine (humorale Immunreaktion).
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T-Lymphozyten und Mikroglia:

Sowohl CD4+, wie auch CD8+ T-Lymphozyten sind in den Infiltraten der akuten Phase
von BD in grof3er Zahl nachweisbar [68]. Hier werden die beiden Subtypen quantifiziert,
um einen potentiellen Einflud von Ribavirin auf die Intensitdt der zellularen
Immunantwort beurteilen zu kénnen. Dabei wird eine reduzierte Zahl infiltrierender T-
Lymphozyten beobachtet. Diese Effekt ist prominenter fir CD4+ Zellen (s. Abbildung
26). Die typische Verteilung der Subtypen lasst sich auch in dieser Studie nachweisen:
CD4+ Zellen finden sich hauptsachlich in perivaskularen Cuffs, wahrend die CD8+
T-Lymphozyten auch das Hirnparenchym infiltrieren. Ob die beobachtete quantitative
Reduktion auf eine verminderte Extravasation zirkulierender Zellen und/oder eine
Hemmung der Proliferation bereits im Parenchym befindlicher Zellen zurlickzufihren
ist, lasst sich mit dieser Methode nicht klaren. Denkbar ist einerseits eine reduzierte
Infiltration durch verminderte chemotaktische Aktivitat oder Stabilisierung der Blut-Hirn-
Schranke. Andererseits ware auch ein direkt antiproliferativer Effekt von Ribavirin auf
aktivierte T-Lymphozyten maoglich.

Ebenso stellt sich beim Vergleich der Zahl und des Aktivierungsgrads mikroglialer
Zellen in den Hirnen unbehandelter Tiere eine deutlich groRere Zellzahl dar. Besonders
auffallig ist dies beim Vergleich der Gruppe 2,5 mg/kg mit der Kontrollgruppe (s.
Abbildung 28). Das Bild bei den Tieren der Gruppe 1,25 mg/kg reiht sich zwischen den
beiden gezeigten ein. Die bei neonatal infizierten Tieren beobachtete Expression von
CD4 und CD8 Molekllen auf der Oberflache aktivierter Mikroglia [70] tritt auch in
diesem Modell auf (s. Abbildung 27). Sie erscheint in den Verum-Gruppen reduziert,

ein funktionelles Korrelat ist jedoch nicht beschrieben.

Es kommt somit zu einer Reduktion von zwei Zellenpopulationen, die einen
entscheidenden Anteil an der Pathogenese von BD haben. Fir T-Lymphozyten ist
bekannt, dass ihre funktionelle Blockade zu asymptomatischen Krankheitsverlaufen
fuhrt [63, 69, 85, 58, 86]. Die Kenntnisse Uber die kausale Beteiligung von Mikroglia an
der Pathogenese sind noch unvollstandig. Im Modell der neonatal infizierten Lewis-
Ratten und bei der BDV induzierten Retinopathie wurden jedoch Beobachtungen
gemacht, die flir eine pathogenetische Beteiligung sprechen. Die Reduktion von
T-Lymphozyteninfiliraten und reaktiver Mikrogliose durch Ribavirin kann somit einen

protektiven Einfluss auf den Verlauf von BD erklaren.
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Zytokinprofil:

Wie bereits erwahnt wurde in letzter Zeit in mehreren expermientellen Ansatzen eine
Polarisation des Zytokinprofils in Richtung einer Typ 1 Antwort beschrieben [158-161].
Bei der experimentellen BD in Lewis-Ratten wird wahrend der akuten Phase der
Erkrankung eine intensive zellulare Entzindungsreaktion im ZNS beobachtet. Mit dem
Ubertritt in die chronische Phase verschiebt sich das Gleichgewicht deutlich in
Richtung einer humoralen Immunantwort. Das Zytokinprofil in der akuten Phase kann
als Typ 1-, das der chronischen Phase als Typ 2-dominiert beschrieben werden [68,
94]. Eine Polarisation der Immunantwort in Richtung Th1 sollte daher mit einer
intensivierten zellularen Immunreaktion, verstarkten akuten Krankheitsphase und
prominenteren Symptomatik einhergehen. Um diesen Mechanismus im vorliegenden
Modell zu untersuchen, werden die mRNA-Level von Zytokinen der Th1 wie der Th2
Reihe in RNA aus dem Prafrontalkortex der infizierten Tiere mittels RPA quantifiziert.
Dabei wird eine vermehrte Expression von mRNA fir IL10, IL1B und IFN-y beobachtet
(s. Abbildung 29). Erhdhte mRNA Spiegel fir IFN-y, einem proinflammatorischen
Zytokin, sowie fur IL1B, ebenfalls einem Typ 1 Zytokin sind charakteristisch fur die
akute Phase von BD. IL10 gehdrt dagegen zur Reihe der Zytokine des Typ 2 Profils, so
dass die beobachteten Veranderungen der Zytokinspiegel keine eindeutige Tendenz in
Hinblick auf eine Veranderung der Th1/Th2 Balance erkennen lassen. IFN-y wird mit
einer Hochegulation der MHC Klasse | Expression auf der Oberflache von Neuronen
mit erloschener elektrophysiologische Aktivitdt in Verbindung gebracht [195, 196].
Exprimieren funktionell defiziente Zellen MHC Klasse | auf ihrer Oberflache, kdnnen sie
von zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt und tber die Ausschittung von Perforin in
die Nekrose getrieben werden [197]. Die durch Ribavirin erhéhte Konzentratione von
IFN-y kdnnte Uber die Induktion der Expression von MHC Klasse | Antigen zu einer
verbesserten Erkennung und Ausschaltung infizierter Zellen flihren. Gegen diesen
Mechanismus spricht jedoch die nicht messbar reduzierte virale Replikation, sowie die
beobachtete generelle Neuroprotektion. Es scheint nicht zu einer effizienteren

Elimination infizierter Zellen und besseren Kontrolle der Virusreplikation zu kommen.

Humorale Inmunantwort:

Bei der Charakterisierung der humoralen Immunantwort der infizierten Tiere werden
erhohte Antikorpertiter in den Ribavirin-Gruppen gemessen. Mdglicherweise werden
diese durch die verstarkte Virdmie induziert. Eine intensivierte humorale Immun-

reaktion spricht gegen eine generelle unspezifische Immunsuppression.
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Die intrathekale Applikation von Ribavirin hat also einen deutlichen klinisch protektiven
Effekt auf Lewis-Ratten mit akuter BD. Dieser ist dosisabhangig und besonders
ausgepragt bei Verabreichung von 2,5 mg/kg KG/Tag. Bei nicht infizierten Tieren ist
eine Dosierung von 5 mg/kg bereits mit Zeichen fur Toxizitdt und einer gesteigerter
Mortalitat verbunden. 2,5 mg/kg werden dagegen ohne ausgepragte toxische Wirkung
toleriert. Die therapeutische Breite von Ribavirin bei i.c.v. Applikation zur Therapie der
akuten BD ist also gering, der therapeutische Nutzen jedoch ausgepragt: Hochdosiert
behandelte Tiere zeigen sowohl eine stark reduzierte Symptomatik, als auch eine
reduzierte Mortalitat. Bei der Praparation der Gehirne fallt bei unbehandelten Tieren
eine verminderte Konsistenz auf. Die Praparation ist durch diese Erweichung erheblich
erschwert. Diese Beobachtung wird bei den hochdosiert behandelten Tieren nicht
gemacht, was als makroskopisches Korrelat fir die inhibierte Entziindungsaktivitat
gewertet werden kann. Die viralen Parameter lassen allenfalls tendenziell eine
Inhibition der Virusreplikation erkennen. Der stark antireplikative Effekt auf BDV, der in
vitro beobachtet werden konnte, a3t sich in diesem Modell mittels vier unabhangiger
Verfahren zur Quantifizierung viraler Nukleinsaure, Proteine und Viruspartikel nicht
nachweisen. Eine Abschwachung der klinischen Symptomatik durch einen

virostatischer Effekt ist somit unwahrscheinlich.

Grofle Unterschiede fallen demgegeniber bei der Charakterisierung der
virusinduzierten Immunreaktion zwischen der Kontrollgruppe und den beiden Ribavirin-
Gruppen auf. Es kommt zu einer deutlichen, quantitativen Reduktion von T-
Lymphozyten in perivaskularen Cuffs und im Hirnparenchym der hochdosiert
behandelten Tiere. Zusatzlich ist die reaktive Mikrogliose quantitativ erheblich
reduziert. Beide Beobachtungen kénnen den milderen Verlauf der Erkankung in den
behandelten Tieren erklaren. Zeichen der supprimierten zellularen Immunreaktion im
ZNS der infizierten Tiere sind auch die verstarkte Viramie, sowie die intensivierte
humorale Immunantwort. Dieser EinfluR auf die Aktivitat der Entziindungszellen ist
vermutlich nicht auf eine Beeinflussung des Zytokinprofils zurlickzuflihren. Die
beobachtete Induktion von IFN-y und IL10 lassen keine Polarisation der Immunantwort
erkennen, wie sie in anderen Studien beschrieben wurde. Uber welchen Mechanismus
Ribavirin zu einer Immunmodulation flhrt, bleibt daher zunachst unklar. Die bei
Ribavirintherapie von BD beobachtete Reduktion von T-Lymphozyten und Mikroglia ist
jedoch konsistent mit einem antiproliferativem Einflu® auf aktivierte Lymphozyten in

anderen Ansatzen: Nachgewiesen wurde eine Inhibition der in vitro Proliferation
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humaner Lymphozyten [198]. Dosisabhangig wurde eine Reduktion der Zahl
stimulierter T-Lymphozyten um bis zu 94% beobachtet [199]. Die simultan
quantifizierte Zytokinproduktion blieb dabei unverandert [199]. Bei Patienten mit
chronisch viraler C Hepatitis konnte ebenfalls ein antiproliferativer Effekt auf
mononukledre Zellen und T-Lymphozyten nachgewiesen werden [200]. Zusatzlich ist
ein antiproliferativer Effekt auf verschiedene, maligne transformierte Zelllinien bekannt
(humane Ovarial-Carzinom-Zellen [201], humane Melanomzellen IGR39 [202] [180],
Adenovirus-12 induzierte CBA Maus-Tumor-Zellen [203], murine Erythroleukamie-
Zellen [204]). Fur diesen Effekt wird unter anderem die Inhibition der IMP-
Dehydrogenase und die resultierende Erschopfung des intrazellularen GTP-Pools
verantwortlich gemacht [180]. Beobachtet wird ein Zellarrest in der G1 Phase [201,
202]. Auch andere Inhibitoren der IMP-DH besitzen antiproliferative Eigenschaften:
Tiazofurin, ein Strukturanalogon von Ribavirin besitzt einen zytostatischen Effekt und
induziert Differenzierung und Apoptose in verschiedenen Zelllinien [202, 205]. Ein
weiterer, nichtkompetitiver Inhibitor der IMP-DH, Mycophenolat Motefil (aktiver
Metabolit MPA) wird fiir die Immunsuppression nach Nieren- und Herztransplantation
eingesetzt [179]. Es ist zu vermuten, dass die hier beobachtete Neuroprotektion auf

einen antiproliferativen Mechanismus zurtickzufiihren ist.

Wiederholt wurde eine Detektion von BDV RNA auch im peripheren Blut infizierter
Lewis-Ratten beschrieben [59, 60, 103]. Besonders bei Insuffizienz der Immunantwort
kommt es zur Virusreplikation auf3erhalb des Nervensystems [46, 57]. Die Frage der
Nachweisbarkeit von BDV RNA im peripheren Blut ist besonders auch wegen einer
diagnostischen Nutzung von Bedeutung: In mehreren Studien wurde BDV RNA auch in
PBMCs humanen Ursprungs amplifiziert [206-210] und Granulozyten als mogliche
Wirtszellen identifiziert [211]. Diese Ergebnisse werden jedoch kontrovers diskutiert
[19]. In dem vorliegenden Modell wurde bei je vier bis funf Tieren der drei
experimentellen Gruppen versucht, virale RNA des zweiten ORF mittels Tagman RT-
PCR in peripheren mononuklearen Blutzellen nachzuweisen. Dies gelang in allen drei
Gruppen (s. Abbildung 23). In den beiden Verum-Gruppen wurden dabei hoéhere
Kopienzahlen als in den Tieren der Kontrollgruppe gemessen. Die Applikation von
Ribavirin scheint mit der Restriktion der viralen Replikation auf das ZNS zu interferieren
und einer Streuung der Infektion mit verstarkter Viramie Vorschub zu leisten. Im
Vergleich mit der absoluten Zahl der Kopien viraler RNA im ZNS sind die im Blut

gemessenen Werte im Mittel um den Faktor 50 bis 100 niedriger. Die hier beobachtete
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periphere Replikation von BDV steht im Einklang mit oben genannten Ergebnissen
anderer Studien und spricht fur eine mogliche Nutzung des Nukleinsdurenachweises in
peripherem Blut als weitere diagnostischer Methode zum in vivo Nachweis einer BDV

Infektion.

Wie ist die fehlende Reproduzierbarkeit des in vitro beobachteten virostatischen
Effekts von Ribavirin in dieser ersten Anwendung gegen BDV in vivo zu erklaren?

In anderen Ansatzen konnte regelmafig mit einer Suppression der Immunreaktion eine
klinische Verbesserung erzielt werden. Gleichzeitig ging diese jedoch mit einer
Erhéhung der Viruslast einher [49]. Das Immunsystem, das zum einen fir die
Neurodestruktion und damit klinische Symptomatik verantwortlich ist, garantiert zum
anderen auch eine gewisse Inhibition der Virusreplikation. Wird sie in ihrer Intensitat
reduziert, sind beide - sowohl der neuropathogene wie auch der replikations-
inhibierende Effekt - betroffen und die Folgen beider als Symptomreduktion und
erhohten Viruslast meRbar. Bei der i.c.v. Applikation von Ribavirin kommt es dagegen
zu einer deutlichen Reduktion der klinischen Symptomatik ohne vermehrte
Virusreplikation. Im Gegenteil, die in dem vorliegenden Modell gemessenen Virustiter
deuten eher eine Reduktion als eine Verstarkung der viralen Replikation an. Dass kein
virostatische Effekt meRbar ist, kénnte somit durch die Uberlagerung zweier
gegensatzlicher Einflisse erklart werden: Durch die Inhibition der Immunreaktion
verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen viraler Replikation und deren Kontrolle
durch das Immunsystem zugunsten der Virusreplikation. Gleichzeitig wird diese durch
den virostatischen Effekt von Ribavirin jedoch gedrosselt. Effektiv resultiert die
Uberlagerung beider gegenlaufiger Effekte in keiner signifikanten Veranderung der
Viruslast.

Eine weitere Ursache konnte darin bestehen, dass postmitotischen Zellen wie den
Neuronen, in denen die Virusreplikation stattfindet, effektive Mechanismen fir die

Aufnahme von Ribavirin fehlen.
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Verschiedene Ansatze flr eine Therapie von BD wurden bereits in vivo getestet. Bei
aktiver Immunisierung gelang eine Reduktion der Viruslast, gleichzeitig wurde aber
durch Stimulation der Immunabwehr die klinische Symptomatik intensiviert [105]. Der
antivirale Effekt von Interferon ist stark von der verwendeten Zellinie und einem friihen
Behandlungsbeginn abhangig [107, 108]. Amantadin versprach in therapeutischen
Studien antivirale Aktivitdt, diese war jedoch bisher weder in vitro noch in vivo
reproduzierbar [111-115]. Unter Immunsuppression kann zwar ein asymptomatischer
Verlauf der Erkankung induziert werden, allerdings nur bei praexpositionell
bestehender Suppression. Sie geht zudem mit den bekannten Nebenwirkungen einher.
Simultan kommt es zu erhdhten Virustitern, was auch fliir eine potentielle
Ausscheidung infektioser Partikel und deren Weiterverbreitung Implikationen besitzt.
Die intrathekale Applikation von Ribavirin ist somit der erste pharmakotherapeutische
Ansatz, der zu einer Suppression der klinischen Symptomatik flihrt, ohne gleichzeitig
eine unkontrollierte Virusreplikation zuzulassen.

Zukunftige Therapieansatze konnten von einer Kombination von Ribavirin mit
zusatzlicher immunmodulatorischer Beeinflussung profitieren. Antivirale Therapie plus
Immunstimulation unterstlitzt die Clearance von andernfalls persistierenden LCMV
Infektionen in M&usen. Ein Ahnlicher positiver Einflul wird auch fiir andere nicht-
lytische Virusinfektionen postuliert [212]. Dabei ware zu prifen, inwiefern sich die
invasive zentrale Applikation durch eine schonendere inhalative Therapie ersetzen
lieRe. Ribavirin kumuliert bei Applikation als Aerosol in Hirnen behandelter Mause zu
Konzentrationen von ca. 15 uM. Dabei wurden Ribavirinldsungen mit Konzentrationen
von 20 mg/ml, bzw. 60 mg/ml im Reservoir des Aerosolgenerators fir 12, bzw. 2 oder
4 h eingesetzt [213, 214]. Der erzielte Gewebespiegel liegt zwar unter dem bei i.c.v.
Applikation, es bliebe aber eine weitere Akkumulation zu prifen. Ein nicht-invasives

Vorgehen ist der entscheidende Vorteil dieser Applikationsart.

Die BDV Infektion in Lewis-Ratten wird zuséatzlich als Modell fir immunmediierte,
neurodegenerative Erkankungen verwendet. Der protektive Effekt von Ribavirin in
diesem Modell legt eine Prifung in anderen Erkrankungen mit kausaler Beteiligung
einer zellularen Immunreaktion nahe. Mikroglia scheinen auch in anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie der HIV Demenz, Multipler Sklerose und
Alzheimer'schen Erkrankung eine entscheidende pathogenetische Rolle zu spielen
[215]. Der beobachtete Effekt von Ribavirin auf die Entwicklung neuropathogener

Prozesse in Hirnen BDV infizierter Lewis-Ratten und die verbundene Inhibition

97



5 - Diskussion

klinischer schwerer Verlaufe liefern weitere Hinweise fir einen weit komplexeren
Wirkmechanismus des seit etwa drei Jahrzehnten bekannten antiviralen Wirkstoffs
Ribavirin. Der klinisch Einsatzbereich von Ribavirin ist verglichen mit der antiviralen
Wirkung auf ein breites Spektrum von DNA- wie RNA-Viren in verschiedensten
experimentellen Settings gering (s. Tabelle 2). Zur breiteren Anwendung kommt
Ribavirin seit wenigen Jahren in Kombination mit IFN-o bei der Therapie chronischer
Virushepatitien. Hier korreliert der therapeutische Nutzen jedoch nur bedingt mit der
antiviralen Therapie. Eine weitere Untersuchung immunmodulatorischer, wie antiproli-
ferativer Mechanismen ist daher besonders wichtig und kénnte zu einer noch deutlich

groleren therapeutischen Nutzbarkeit von Ribavirin fiihren.
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6 Zusammenfassung

Die Infektion mit dem Borna Disease Virus (BDV) ruft bei einem weiten Spektrum von
Warmblitern ein teilweise progredientes, immunmediiertes neurologisches Syndrom
mit aulderordentlicher Symptomvarianz hervor. Der Erreger zeichnet sich durch ein
einzelstrangiges RNA Genom negativer Polaritat, ausgepragten Neurotropismus und
einen nicht-lytischen Replikationszyklus aus, der in viraler Persistenz mundet.
Seroreaktivitat, virale RNA und Proteine wurden mit erhohter Pravalenz in Blut und
zentralnervésem Gewebe neuropsychiatrischer Patienten nachgewiesen. Diese
Korrelation sowie eine potentielle atiologische Beteiligung bei affektiven Stérungen,
Schizophrenie und chronischem Mudigkeitssyndrom (CFS) werden jedoch kontrovers
diskutiert.

In vitro Experimente zeigten kuirzlich einen virostatischen Effekt des Guanosinanalogs
Ribavirin in persistent BDV infizierten Zellen. Ziel der vorliegenden Studie war es, den
therapeutischen Nutzen von intrathekaler Ribavirinapplikation bei akuter Bornascher
Erkrankung (BD) in vivo im Rattenmodell zu charakterisieren. Vorausgehende
toxikologische und pharmakokinetische Untersuchungen ergaben eine maximal
vertragliche tagliche Dosis von 2,5 mg/kg KG in einer Bolusinjektion von ca. 5 ul PBS.
Drei Wochen nach intranasaler Virusinokulation und simultan mit dem Auftreten erster
Symptome akuter BD wurde Ribavirin in einer Dosis von 0, 1,25 und 2,5 mg/kg KG/Tag
fur 7 Tage intrathekal appliziert. Hierdurch gelang es, die klinische Symptomatik akuter
BD dosisabhangig zu reduzieren. Die Bestimmung der Konzentration viraler RNA,
Proteine, sowie infektioser Partikel in zentralnervosem Gewebe mittels in situ
Hybridisierung, quantitativer real-time RT-PCR, Western Blot und Virustitrierung ergab
jedoch keine signifikante Reduktion viraler Parameter bei den behandelten Tieren.
AnschlieBende immunhistologische Untersuchungen zeigten eine quantitative
Reduktion von T-Lymphozyten und mikroglialen Zellen in Hirnparenchym hochdosiert
behandelter Tiere, sowie eine Beeinflussung der mRNA Level flir die Zytokine IL10,
IL1B und IFN-y.

T-Lymphozyten sind wesentlich an der progressiven Neurodestruktion im Rahmen von
BD sowohl als zytotoxische Effektorzellen, wie auch als T-Helferzellen beteiligt. Auch
fur Mikrogliazellen wird eine kausale Beteiligung an der Pathogenese von BD
postuliert. Mikroglia, ortstdndige immunkompetente Zellen des ZNS, sind wichtige
intrazerebrale Produzenten proinflammatorischer Zytokine. Der klinisch protektive

Effekt der zentralen Ribavirinapplikation scheint in dem vorliegenden Modell nicht auf
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Inhibition der Virusreplikation, sondern auf die Suppression der neuropathogenen
Immunantwort des Wirtsorganismus zurtckzufuhren zu sein. Eine antiproliferative
Wirkung von Ribavirin auf aktivierte Lymphozyten, sowie verschiedene maligne
transformierte Zelllinien ist mehrfach beschrieben. Erklart wird dieser Effekt durch die
Inhibition der IMP-Dehydrogenase mit Depletion des intrazellularen GTP-Pools. Auch
andere IMP-DH-Inhibitoren weisen einen antiproliferativen Effekt auf. Dieser wird zum
Teil fir die immunsuppressive Therapie nach Transplantation parenchymatdser
Organe genutzt (Bsp. Mycophenolat Motefil).

Wie in anderen Studien wiederholt beschrieben, konnte virale RNA im peripheren Blut
infizierter Lewis-Ratten detektiert werden. Die Viramie bei hochdosiert behandelten
Tieren ist dabei deutlich ausgepragter. Dies ist im Einklang mit Beobachtungen einer
generalisierten Virusreplikation unter insuffizienter Immunkontrolle durch den
Wirtsorganismus. Hieraus ergeben sich auch Implikationen fiir die diagnostische
Nutzbarkeit des peripheren Nukleinsaurenachweises zur Erkennung von BDV
Infektionen, die in vivo bisher nicht zuverlassig moéglich ist.

Das Ausbleiben eines messbaren virostatischen Effekts von Ribavirin gegen BDV im
vorliegenden Tiermodell kénnte durch die Uberlagerung zweier gegensétzlicher
Einflisse erklart werden: Einerseits beglnstigt die Immunsuppression eine
unkontrollierte Virusreplikation. Gleichzeitig kommt es durch den virostatischen Effekt

von Ribavirin jedoch zu deren Drosselung.

Die intrathekale Ribavirinapplikation ist der erste therapeutische Ansatz, der zu einer
Linderung des akuten Krankheitsbildes ohne gleichzeitige verstarkte Virusreplikation
fuhrt. In zuklnftige Studien bleibt die Kombination von Ribavirin mit zusatzlicher
immunmodulatorischer Beeinflussung zu prifen, um eine Elimination des Virus zu
erreichen. Dabei ware zu untersuchen, ob sich die intrathekale Applikation durch eine

Inhalation eines Ribavirinaerosols ersetzen liefe.

Mikroglia scheinen auch in anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie der HIV
Demenz, Multipler Sklerose und Alzheimer'schen Erkrankung eine entscheidende
pathogenetische Rolle zu spielen. Eine weitere Untersuchung immunmodulatorischer,
wie antiproliferativer Mechanismen von Ribavirin ist daher besonders wichtig und

kdnnte zu einem noch deutlich gréReren klinischen Nutzen fihren.
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7 Abkurzungen

7 Inch

Ak Antikérper

APC antigenprasentierende Zelle
b Basen

BD Borna Disease

BDV Borna Disease Virus

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin
DEPC Diethylpyrocarbonat

diH,O deionisiertes Wasser

ddiH,O doppelt deionisiertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FCS foetal calf serum (fetales Kélberserum)
g Erdbeschleunigung

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
HBV Hepatitis B Virus

HCV Hepatitis C Virus

HEPES n-2-Hydroxyethylpiperazin-N-Ethansulfonsaure

HFRS Haemorrhagic Fever with Renal Syndrome
HIV Human Immunodeficiency Virus

HPV Human Papilloma Virus

HRP Horseradish Peroxidase

i.c.v. intracerebroventrikular

IFN Interferon

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin

ISH in situ Hybridisierung

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

konz. konzentriert

MHC-I Major Histocompatibility Complex Class |
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min Minute(n)

mM millimolar

M molar

nt Nukleotide

ORF Open Reading Frame

PB Phosphate Buffer

PBS Phopshate Buffered Saline
PCR Polymerase Chain Reaction
PFA Paraformaldehyd

pH pH-Wert

RNase Ribonuklease

RNP Ribonukleoprotein-Komplex
RPA RNase Protection Assay
rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

] Sekunde(n)

SCID schweres kombiniertes Immundefektsyndrom
SDS Natrium-Dodecylsulfat

SEM Standard Error of the Mean
SSC Natriumchlorid/Natriumcitrat
SSPE subakute sklerosierende Panenzephalopathie
TBE Tris/Borat/EDTA

TEMED NNNN-Tetramethylethylendiamin
TGF Transforming Growth Factor
U Unit

UN tber Nacht

WHO World Health Organisation
wt/vol Weight per Volume

V% Volumenprozent

V%o Volumenpromill

VS. versus
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