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4 Einleitung
4.1 Tollwut

4.1.1 Epidemiologie und Historisches

Die Tollwut (Rabies) ist beim Menschen sowie Saugetieren eine durch das Rabiesvirus
(RABV) ausgeltste, hochakute und fast immer letale Enzephalitis. Als eine der am
langsten bekannten Infektionskrankheiten wird sie auch heute mit jahrlich ca. 60.000
Todesopfern immer noch gefiirchtet [91, 218]. 99 % der Ubertragungen auf den
Menschen ereignen sich Uber den Biss infizierter Hunde. Ein weiteres wichtiges
Erregerreservoire sind Flederméuse [91, 218]. Einen Meilenstein in der Bekampfung der
Tollwut wurde im 19. Jahrhundert mit der Entwicklung eines ersten RABV-Impfstoffes
durch Louis Pasteur gelegt [219], der nach einigen Weiterentwicklungen den
erfolgreichen Weg fur die ab den 1950er Jahren weltweit durchgefihrten
Impfkampagnen an herumstreunenden Hunden ebnete [201]. Ungeachtet dessen ist in
Uber 150 L&ndern und damit in weiten Teilen der Welt die Tollwut immer noch
endemisch. Das gilt insbesondere fir die Entwicklungs- und Schwellenlander Asiens und
Afrikas, wo vor allem in l&ndlichen Bereichen kein adaquater Zugang zu medizinischer
Versorgung mit Medikamenten und Impfstoffen etabliert ist [201, 218, 227].

4.1.2 Krankheitsverlauf

Mit einer Inkubationszeit von typischerweise zwei bis drei Monaten nach dem Zeitpunkt
der RABV-Erstinfektion treten zunachst unspezifische Allgemeinsymptome wie
Midigkeit, Kopfschmerzen, Appetitlosigkeit und Fieber auf. Dann folgen die ersten
spezifischen Symptome wie Parasthesien und Schmerzen an der Inokulationsstelle. In
80 % der Félle tritt die enzephalitische Form der Tollwut auf, in 20 % die paralytische
Form. Man geht davon aus, dass bei der enzephalitischen Form vor allem das Hirn, bei
der paralytischen Form vorwiegend das Riuckenmark und periphere Nerven betroffen
sind [91, 218]. Bei der haufigeren enzephalitischen Tollwut wechseln sich klare
Bewusstseinsphasen mit Hyperexzitation, Desorientierung und Halluzinationen ab.
Durch die Beteiligung des autonomen Nervensystems entstehen Symptome wie
Hypersalivation, Hyperhidrose und Piloerektion. Wahrscheinlich verursacht die Infektion
von Hirnstammneuronen im bzw. in der Nahe des Nucleus ambiguus eine Hydrophobie,
wodurch Kontraktionen und Krampfe der Atemmuskulatur beim Schlucken auftreten und
die bertchtigte Angst vor dem Anblick von Wasser und vor einer Flissigkeitsaufnahme
zu erklaren ist [91, 209, 210]. Mit Fortschreiten der Erkrankung kommt es zum

Bewusstseinsverlust, zu einer Tetraparese und kardiorespiratorischen Komplikationen.
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Die Erkrankung fuhrt dann meist circa 14 Tage nach dem Auftreten der initialen

Symptome durch ein Multiorganversagen zum Tod [91].

4.1.3 Therapie und Prophylaxe

Primarprophylaktisch stehen effektive Totimpfstoffe zur Verflgung, die auch im Falle
eines stattgehabten Erregerkontaktes in Kombination mit Passivimmunisierungen als
Postexpositionsprophylaxe erfolgreich eingesetzt werden [58, 91, 201]. Der grof3e Erfolg
der Tollwutimpfungen besteht aus einer resultierenden effektiven Immunabwehr, die den
Geimpften im Falle einer nachfolgenden Infektion mit dem Virus vor einem ansonsten
todlichen Verlauf der Erkrankung schitzt [210]. Insofern ware sicherlich eine
flachendeckende primarprophylaktische Immunisierung in Hochrisikogebieten zur
Bekampfung der fatalen Rabieserkrankung essentiell, wo es aber gerade an
medizinischer Grundversorgung, finanziellen Mitteln und der notigen Infrastruktur in den

landlichen Regionen mangelt [227].

Fur die letal verlaufende Tollwut gibt es auch bis heute keine effektive Therapie, sobald
sich Symptome etabliert haben [44]. Von erfolgreichen Behandlungen der Virusinfektion
wurde bislang nur in vereinzelten Fallen und ohne Reproduzierbarkeit berichtet. Die
therapeutischen Bemihungen basierten dabei auf dem Einsatz intravenoser
Immunglobuline, der Gabe von hochdosiertem Kortison und Antiepileptika, sowie ein
therapeutisches Koma, das eine Zeitgewinnung fir die Reifung von Immunantworten
durch eine Immunisierung erzielen sollte. Fast ausnahmslos konnte damit jedoch
allenfalls kurzfristig ein Uberleben verlangert werden, bevor die Erkrankten letztendlich
der Infektion erlagen [44, 214].

Erfolgsversprechender als derzeitige antivirale Therapieoptionen erscheinen weitere
Impfstoffentwicklungen. Gerade im Rahmen der COVID (Coronavirus-Krankheit)-19-
Pandemie kam es diesbeziglich zu rasanten Weiterentwicklungen. Aktuell sind noch
immer 180 Impfstoffe, vor allem DNA- (Desoxyribonukleinsaure) und RNA-
(Ribonukleinséure) basierte, als Protein-Untereinheiten-Vakzine, als Kopplung mit
viralem Vektor oder in Form inaktivierter, gentechnisch optimierter Viren in der klinischen
Forschungsphase [218]. Bezuglich der RABV-Infektion wird gerade eine Studie mit auf
MRNA (Boten-Ribonukleinsaure) -basiertem und mit Lipidnanopartikeln gekoppeltem
Impfstoff durchgefiihrt [9].
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4.2 Das Rabiesvirus

4.2.1 Taxonomie und Aufbau

Das RABYV aus der Familie der Rhabdoviridae und Gattung der Lyssaviridae besteht aus
einem einzelstrangigen kontinuierlichen RNA-Genom in Negativstrangorientierung. Das
Virusgenom umfasst zwolf Kilobasen (kb) und kodiert flur funf Strukturproteine, die auf
dem Genom von 3' nach 5' in der Reihenfolge Nukleoprotein (N), Phosphoprotein (P),
Matrixprotein (M), Glykoprotein (G), und Large-Protein (L) angeordnet sind [8]. Die RNA
ist mit dem Nukleoprotein zu einer helikalen Struktur verpackt und wird zusammen mit
der RNA-abhangigen RNA-Polymerase L sowie dem Phosphoprotein zum Nukleokapsid
vereint [173]. Das Phosphoprotein ist die nicht-katalytische Untereinheit des
Polymerasekomplexes und férdert die virale Transkription und Replikation, es stabilisiert
die RNA-Polymerase und unterstitzt die Einkapselung der viralen RNA [30]. Das
Matrixprotein liegt von auf3en am Nukleokapsid an. Es dient der Verstarkung und
Kondensierung des Ribonukleoprotein-Komplexes wahrend der Virusreplikation,
reguliert die Bindung an die Zellmembran und die Ausschleusung der Viruspartikel aus
der Zelle [136]. AuBerdem bildet es eine Verbindung zur intrazellularen Domane des
Glykoproteins, das als Trimer in der Membranhille des Virus sitzt und mit seinem
groReren Teil nach extrazellular weist [173]. Mit diesem extrazellularen Anteil vermittelt
das Glykoprotein die zur Virusibertragung wichtige Bindung unter anderem an den
nikotinergen Acetylcholin-Rezeptor [121], an den p75NTR (p75 Nerve Growth Factor
(NGF) receptor) und NCAM (neural cell adhesion molecule) [59, 64] sowie kirzlich
entdeckt an den Transferrin-Rezeptor 1 [207] und stimuliert im Wirt die Produktion der

zur effektiven Virusabwehr nétigen VNA (Virus-neutralisierende Antikérper) [36].

4.2.2 Infektionszyklus

Das RABV wird in der Regel durch Tierbisse oder Kratzwunden auf den Menschen
Ubertragen [96]. Nach Inokulation der infektitsen Viruspartikel ins Gewebe folgt eine
typischerweise zwei bis drei Monate andauernde Inkubationsphase, in der im Muskel,
nahe der Bissstelle eine langsame Replikation des Virus stattfindet [91]. Von da aus
gewabhrt sich das neurotrope RABYV den Eintritt in die peripheren Nerven, indem es unter
anderem an die nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren der neuromuskularen Endplatte
bindet und dann Uber einen retrograden axonalen Transport entlang der motorischen
Nerven zum Ruckenmark und schliellich ins Hirn gelangt [91, 97, 121]. Daneben kann
es als Transportmittel auch sensorische Nerven [200] und dendritische Zellen (DC)
nutzen [175]. Nach Erreichen des Zentralnervensystems (ZNS) und dem Auftreten

spezifischer Krankheitssymptome durch neuronale Dysfunktionen [54] breitet sich das
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Virus dann weiter Uber autonome und sensorische Nerven in andere Organsysteme wie
Haut, Nebennieren und Herz sowie in die Speicheldriisen aus. Mit Infektion der

Speicheldrisen schlie3t sich dann der Kreis fir die weitere Krankheitsiibertragung [91].

4.3 Immunevasive Strategien des Rabiesvirus

4.3.1 Beeintrachtigung der Immunabwehr

Erstaunlicherweise finden sich bei der hochpathogenen RABV-Infektion im ZNS nur
wenige neurohistopathologische Veréanderungen in Form eosinophiler
Einschlusskoérperchen  (sogenannte Negri-Koérperchen) mit allenfalls leichten
Entzindungsreaktionen im Zytoplasma infizierter Zellen [91]. Diese Beobachtung lasst
darauf schlieBen, dass die Pathogenitat des RABV nicht unbedingt auf einem
neuronalen Zelltod oder einer Uberschielenden Entziindungsreaktion basiert, sondern
vielmehr auf neuroprotektiven und antiinflammatorischen Prozessen [54, 90]. Die
Pathogenitat des RABV begriindet sich vor allen Dingen auf seiner Fahigkeit, unter
Beteiligung aller finf Virusproteine und tber vielfaltige Mechanismen, das Immunsystem
des Wirts zu unterwandern und dieses zu seinem Vorteil zu beeinflussen. Damit kann
es eine ausreichend lange Replikations- und Ausbreitungszeit im Wirt zur

Gewahrleistung einer weiteren Ubertragung auf den nachsten Wirt erzielen [116, 174].

Bisher sind bereits einige dieser effizienten Immunevasionsstrategien des RABV
entdeckt worden. So lasst sich bei der Infektion mit dem hochpathogenen RABV nur eine
fur die Initierung einer Immunantwort unginstig geringe Virusreplikationsrate und
Antigenexposition beobachten [42]. Zudem erschwert es durch vollstandige Umhillung
der Virus-RNA im Ribonukleoprotein-Komplex die Erkennung von Fremd-RNA durch das
angeborene Immunsystem [7]. Aufl3erdem beeinflusst es auf vielfaltige Weise den
Interferon beta (IFNb)-Signalweg, Uber den Transkriptionsfaktoren wie Nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kappa B) und die Produktion
antiviraler und inflammatorischer Zytokine wie Interferon alpha (IFNa) und IFNb [21, 22,
202, 203]. Daruber hinaus sind effektive Mechanismen zur Unterwanderung der
erworbenen Immunabwehr des Wirtes bekannt. Das RABV erhoht die Toleranz fir
Virusinfektionen Uber die Hochregulation der Human leucocyte antigen (HLA)-G-
Expression [138] und erschwert eine effiziente Bindung an DC, was mit einer
verzogerten Aktivierung von T-Zellen einhergeht [223]. AufRerdem aktiviert es nur in
geringem Malf3e eine Anlockung von Immunzellen durch Chemokine wie das C-X-C motif
chemokine 10 (CXCL10) [27]. Zudem flihrt es zur Suppression der T-Zell-Funktion Uber

eine Stickstoff (NO)-Produktion und zu einer Fas-Liganden vermittelten Steigerung der
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T-Zell-Apoptose [14, 128]. Zusatzlich Ubt das RABV Effekte auf die Apoptose Uber
Beeinflussung des PD1 (programmed death 1)-Signalwegs aus [117, 118].

4.3.2 Modulation der Blut-Hirn-Schranke

Vor dem Hintergrund dieser differenzierten immunevasiven Strategien des
hochpathogenen RABYV stellt sich jedoch auch die Frage, welchen Einfluss die Blut-Hirn-
Schranke als abschottende Barriere zwischen dem im ZNS replizierenden Virus und den
aus dem Blutsystem einwandernden Immuneffektoren auf den Ausgang der Infektion
hat.

Die Blut-Hirn-Schranke ist eine funktionelle Einheit aus geschlossenem Kapillarendothel
und Perizyten, deren gemeinsamen, kontinuierlichen und nicht-fenestrierten
Basallamina sowie Astrozytenendfuf3chen [3, 152]. Auf allen Gefal3ebenen des Hirns,
also sowohl in den Kapillaren, Arteriolen, postkapillaren Venulen als auch in gro3eren
Gefal3en, wie Arterien und Venen, separiert die Blut-Hirn-Schranke das Hirnparenchym
vom peripheren BlutgefaRsystem [38]. Auf Kapillarebene grenzt abluminal an die
Basallamina der Endothelzellen (EC) die parenchymale Basalmembran und unmittelbar
Astro- und Perizyten an. In den postkapillaren Venulen kbnnen endotheliale Basallamina
und parenchymale Basalmembran der Astrozyten, bzw. der Meningen beim Ubergang
nach extrazerebral, voneinander abgegrenzt werden. [65]. Die endotheliale Basallamina
und die parenchymale Basalmembran sind aus unterschiedlichen molekularen
Bestandteilen aufgebaut und mit verschiedenen Enzymen ausgestattet [5, 179].
Zwischen ihnen befindet sich der perivaskulare Raum [65]. Im Ubrigen bedeckt die
parenchymale Basalmembran mit den AstrozytenendfiBchen die gesamte
Hirnparenchymoberflache. Intrazerebral wird diese Einheit als Glia limitans vascularis,

extrazerebral als Glia limitans superficialis bezeichnet [49].

Die komplex aufgebaute Blut-Hirn-Schranke stellt nicht nur eine mechanische Barriere
dar, sondern sie reguliert auch aktiv den Austausch von lonen und Molekilen zwischen
ZNS und Blut und gewabhrleistet durch ein spezielles System von Membrantransportern
und Enzymen auch den Schutz des Hirns vor potentiell toxischen Stoffen. Die Induktion
und Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke wird von zellularen und nicht-zellularen
Komponenten reguliert. Einfluss darauf nehmen Astro- und Perizyten sowie die
Extrazellularmatrix [152]. Dartber hinaus haben fir die Regulation der Blut-Hirn-
Schranke umgebende Gliazellen, Makrophagen und Neurone als Bestandteile der
neurovaskularen Einheit (NVU) regulierenden Einfluss [2, 3]. Abb. 1 gibt einen
schematischen Uberblick tiber die am Aufbau der Blut-Hirn-Schranke beteiligten Zellen

und Kompartimente.
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Abb. 1: Schematischer Aufbau der Blut-Hirn-Schranke.
Eigene Darstellung in Anlehnung an [49], S. 580.

Die entscheidende Eigenschaft der Blut-Hirn-Schranke besteht in ihrer
aullergewohnlichen  Barrierefunktion. Ihrer Fahigkeit, einen so restriktiven
Stoffaustausch zwischen zwei Kompartimenten zu gewadhrleisten, ist neben den
beschrieben zellularen Bestandteilen in einem besonders komplexen Netzwerk an
interzellularen Verbindungen zwischen den EC begriindet. Diese sind mit
hochspezialisierten Oberflachen- und Transmembranproteinen ausgestattet, den Tight
Junctions (TJ) und Adherens Junctions (AJ) [152], die die parazellulare Permeabilitat
weitgehend einschranken. Zu ersteren zahlen die Occludine, Claudine und Junctional
adhesion molecules (JAM), letztere bestehen aus Cadherinen [107, 193, 216]. Nach
intrazellular sind die TJ und AJ an der Zonula occludens (ZO) verankert, die wiederum
die Aktivitaten der beiden in den Interzellularspalt spannenden Transmembranproteine
beeinflusst, sowie die Verbindung zum intrazellularen Strukturprotein Actin und damit
eine Verbindung zum Zytoskelett herstellt [193]. Der Uber die Blut-Hirn-Schranke
gemessene transendotheliale elektrische Widerstand (TEER) erreicht Werte von bis zu
2.000 Q cm?, in in vivo-Experimenten konnten sogar Werte bis 5.900 Q cm?gemessen
werden. Damit liegt die TEER der Blut-Hirn-Schranke im Vergleich zu Barrieren in
anderen Geweben mit ca. 30 Q cm? um ein Vielfaches hoher [24, 25]. Entscheidend fiir
die besonders hohe parazellulare Dichtigkeit ist die Ausstattung der EC mit TJ [55, 144].
Abb. 2 illustriert das Prinzip der den Interzellularspalt der Blut-Hirn-Schranke
abdichtenden TJ und AJ.
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Junctions

Abb. 2: Endotheliale Tight und Adherens Junctions der Blut-Hirn-Schranke.
Eigene Darstellung in Anlehnung an [30].
Abkurzungen: JAM, Junctional adhesion molecule; ZO-1, Zonula occludens 1.

Das innerhalb der Blut-Hirn-Schranke vorherrschende TJ ist Claudin 5 (CLDN5) [17],
das zur Familie der Claudine gehért und von denen bislang 27 bekannt sind [11]. Sie
bestehen aus vier Transmembrandoméanen, zwei extrazellularen Schleifen und zwei
zytoplasmatischen Enden (N- und C-Terminus) [11]. CLDN5 hat eine lange
extrazelluldare Schleife mit vier beta-Strangen und einer alpha-Helix sowie eine kirzere
extrazellulare Schleife mit einem beta-Strang und einer alpha-Helix, die Uber beta-
Faltblattstrukturen verkniipft sind [113]. Uber die extrazellularen Schleifen werden die
ionenselektiven Poren gebildet und die Permeabilitit des parazellularen Spalts
mafgeblich bestimmt [187]. CLDN5 wird nach Synthetisierung und Einbau in die
Plasmamembran translokalisiert, wo es dann Di- und Oligomerisierungen Uber die
extrazelluldaren Schleifen ausbildet, sog. cis- (Verknupfungen zu Claudinen innerhalb der
gleichen Plasmamembran) und trans-Interaktionen (Verkniupfungen zu Claudinen
benachbarter Zellen). Die Abschottungs- und Passageeigenschaften der Claudine
werden grundlegend Uber ihre gegenseitigen Interaktionen, Verbindungen und
gebildeten interzellularen Poren bestimmt [17, 69, 86, 187, 226]. Auch
Strukturveranderungen des Molekiils an sich, die beispielsweise beim Ubergang zur
Endozytose beobachtet und durch die Interaktion mit benachbarten Elementen wie der
Z0O-1 beeinflusst werden, sind fir die Funktionalitat der TJ hinsichtlich ihrer
Durchlassigkeit entscheidend [120, 127, 190].
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Da die Blut-Hirn-Schranke also Uber einen besonders restriktiven parazellularen
Passageweg verflugt, findet der gro3te Anteil des Stoffaustauschs von Molekilen und
Zellen Uber den transzellularen Weg, also durch die EC, statt [63]. Wesentliche Faktoren
sind dabei die Oberflaichenmolekile ICAM1 (Intercellular adhesion molecule 1), ICAM2
und VCAML1 (Vascular cell adhesion molecule 1), die zur Adh&sion von Immunzellen wie
T-Zellen an EC und zu deren Diapedese Uber das Endothel bendtigt werden [162, 184].
AuRBerdem ist die Blut-Hirn-Schranke mit einer Vielzahl an Transportern ausgestattet, die
den aktiven Transport von Stoffen ins ZNS und tber Efflux-Transporter aus dem ZNS
heraus gewahrleisten [183].

Im Rahmen von Virusinfektionen und entzindlichen ZNS-Erkrankungen wird die
Eigenschaft der Blut-Hirn-Schranke hin zu einer verstarkten Durchlassigkeit veréndert.
Diese Regulation ist bei zerebralen Virusinfektionen eine Grundvoraussetzung fir das
Erreichen des infizierten Parenchyms von aus dem Blutsystem einwandernden
Immuneffektoren [27, 39]. Im Zusammenhang dieser beide pathophysiologischen
Situationen besteht im Ubrigen eine Korrelation zwischen dem Ausmaf der Schwere der
klinischen Symptomatik mit dem Grad der Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fir
I6sliche Stoffe, zu denen auch VNA zahlen [51, 73, 74]. Eine Hyperpermeabilitat der Blut-
Hirn-Schranke als Zeichen der Funktionalitatsstérung fihrt zu schwerwiegenden Folgen

wie der Entstehung von Hirnédemen und gravierenden Organdysfunktionen [1].

Wahrend der Infektion mit dem hochpathogenen RABV zeigt sich eine solche
Hyperpermeabilitdt erstaunlicherweise gerade nicht. Offensichtlich besitzt das RABV
also die Fahigkeit, die Dichtigkeit der Blut-Hirn-Schranke aufrechtzuerhalten und damit
den Zutritt fr Immunzellen und VNA in das virusinfizierte ZNS zu verweigern [76, 164,
165]. Im Grunde kénnte eine verringerte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke auch eine
Schutzfunktion des infizierten Organismus vor selbst generierten
neuroinflammatorischen und damit gewebeschadigenden Immunantworten sein [74]. Im
Falle der hochpathogenen RABV-Infektion wird die aufrechterhaltende Barrierefunktion
der Blut-Hirn-Schranke Uber ein Ausbleiben der ansonsten bei Virusinfektionen
herabregulierten TJ-Expression generiert. Ursachlich fir diese Fahigkeit ist eine im
Vergleich zu im Labor attenuierten RABV-Stammen viel geringere Expression diverser
Chemokine [27, 114]. Der negative Einfluss des RABYV auf die Durchlassigkeit der Blut-
Hirn-Schranke fir Immunzellen und VNA ins infizierte ZNS stellt also einen
entscheidenden Pathogenitatsmechanismus im Hinblick auf den fatalen Verlauf der
Infektion dar [157, 164, 165].
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4.4 Die Rolle von Neuropeptiden bei zerebralen Virusinfektionen

Neuropeptide sind Signalstoffe, die von neurosekretorischen Zellen ins Blut oder
parakrin ins Gewebe abgegeben werden. Sie wirken als Hormone oder Neurotransmitter
und sind damit an der Regulation von Prozessen und Signalwegen beteiligt. In der
Kommunikation zwischen Nerven- und Immunsystem spielen sie eine herausragende
Rolle. Die Interaktionen dieser beiden Systeme sind fur die Aufrechterhaltung der
Homoostase, biologischer Funktionen sowie Schutzmechanismen fiir das Uberleben

eines Organismus essentiell [29].

Unter verschiedenen pathophysiologischen Bedingungen werden Neuropeptide
verstarkt exprimiert. So fuhren sie beispielsweise bei Inflammation zu einer verstarkten
Immunzellinfiltration in das jeweilige Gewebe [188]. Des Weiteren modulieren sie die
Freisetzung inflammatorischer Signalstoffe aus Immunzellen und deren Wirkung am
GefalRendothel wie beispielsweise im Rahmen der neuronalen Schmerzverarbeitung
[158]. Zu den Neuropeptiden gehdren unter anderem Neuropeptid Y (NPY), Tachykinin
1 (TAC1), Calcitonin gene-related peptide (CGRP), Somatostatin, Vasoaktives
intestinales Polypeptid und Adrenomedullin (ADM) [29, 40, 158, 189].

Zu den pathophysiologischen Situationen, in denen Neuropeptide auch eine wichtige
regulatorische Rolle spielen, zéhlen Infektionen. Nicht nur im ZNS, sondern auch in allen
anderen Organsystemen beeinflussen Neuropeptide anti- und proinflammatorisch
Entzindungsreaktionen [119]. Speziell neurotrope Viren verursachen durch die Infektion
des ZNS Expressionsveranderungen von Neuropeptiden. Damit nehmen sie fir den
Infektionsverlauf entscheidenden Einfluss auf die Interaktionen zwischen Immun- und
Nervensystem [159]. Im Fall der Bornavirus-Infektion werden beispielsweise NPY und
CGRP verstarkt exprimiert [159, 163]. Bei der HIV (Humanes Immundefizienz-Virus)-
Infektion kommt es zu einer NPY- und TAC1-Hochregulation [12, 129]. Fur das RABV
wurde ebenfalls gezeigt, dass es verschiedene Neuropeptide, allen voran CGRP, im

infizierten Maushirn hochreguliert [213].

Eine gesteigerte NPY-Expression im Rahmen zerebraler Virusinfektionen fuhrt zu einer
Hemmung der Immunzellinfiltration und -anlockung durch verringerte Chemokin- und
Zytokinexpression. NPY hat letztlich einen positiven Einfluss auf den zerebralen

Blutfluss und stellt einen protektiven Faktor vor weiteren Zellschadigungen dar [43, 178].

TAC1 wird nach Stimulation durch TNF (Tumornekrosefaktor) hochreguliert und fihrt zu
einer Vasodilatation und Chemotaxis von Immunzellen. Auf3erdem reguliert es ICAM1

auf EC hoch und fihrt damit zu einer gesteigerten Immunzelladhasion am Endothel [13].
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Das Neuropeptid CGRP verfugt Uber stark vasodilatatorische und immunsuppressive
Eigenschaften. Es verhindert die Antigenprasentation in Makrophagen und dendritischen
Langerhanszellen [77]. AuRBerdem hemmt es das Anlocken von neutrophilen und
mononuklearen Zellen [80]. Zudem reguliert CGRP die T-Zell-Proliferation [23] und
verschiedene Chemokine, wie IL (Interleukin)-2 [204]. Bei der RABV-Infektion, wo es in
gewissem Abstand zu RABV-infizierten Neuronen hochreguliert wird, Ubt es

antiapoptotische und auf die Antigenprasentation hemmende Effekte aus [213].

Da also Neuropeptide im Rahmen von Virusinfektionen und im Speziellen auch bei der
RABV-Infektion eine wichtige Schnittstelle zwischen dem Nerven- und Immunsystem
darstellen, koénnte deren Regulation auch wahrend der RABV-Infektion ein
entscheidender  Faktor  hinsichtlich  seiner  Pathogenitdtsmechanismen  zur

Unterwanderung einer effektiven Immunabwehr sein.

45 Adrenomedullin

4.5.1 Struktur, Synthese und Sekretion von Adrenomedullin

Das Neuropeptid ADM wurde erstmals 1993 aus einem Phaochromozytom isoliert und
wird aufgrund seiner hohen Ahnlichkeit zu CGRP zur Calcitonin-/CGRP-Familie gezahlt,
der auch Calcitonin und Amylin angehéren. ADM besteht aus 52 Aminosduren mit einer
sechsgliedrigen Ringstruktur, die durch eine intramolekulare Disulfidbriicke zwischen
den Aminosauren 16 und 21 generiert wird. Aul3erdem weist es eine amphipathische

alpha-Helix und ein amidiertes Tyrosin am C-Terminus auf [60, 103].

Die Synthese erfolgt ausgehend von seinem 185 Aminosauren langen Vorlaufermolekdl
Preproadrenomedullin, das nach Abspaltung seines Signalpeptids in Proadrenomedullin
und dann schlieRlich zu ADM und dem weiteren vasoaktiven Protein, PAMP

(Proadrenomedullin N-terminal 20 peptide), prozessiert wird [104, 105].

ADM wird hauptséachlich von EC, glatten GefaBmuskelzellen (VSMC) und Fibroblasten
gebildet, dariber hinaus aber auch von Makrophagen, Monozyten, Epithelzellen sowie
Tumorzellen in s&mtlichen Organsystemen [115, 185, 211]. Es wird kontinuierlich
sezerniert und verfiigt Uber keinerlei intrazellulare Speicherméglichkeit [88]. Im Hirn ist
ADM ebenfalls stark verbreitet [176]. Seine wichtigsten zellularen Quellen sind die
zerebralen EC, die das Neuropeptid nach Stimulation durch von Astrozyten stammenden
Faktoren nach intraluminal ins Gefal3system sezernieren [100]. Weitere Quellen der
ADM-Sekretion sind: Plexus choroideus, Peri- und Astrozyten, sowie innerhalb des
Kleinhirns Purkinjezellen, Neurone der Kleinhirnkerne, Golgi-Zellen innerhalb des

Stratum granulosum der Kleinhirnrinde und Moosfasern, die von Neuronen der
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Briickenkerne abstammen [176, 211]. Die Produktion von ADM wird im Ubrigen von
einer Vielzahl an Zytokinen und Wachstumsfaktoren, wie TNF, Lymphotoxin A, IL1A und
IL1B stimuliert [185, 186]. ADM weist nach Sekretion mit rund 22 Minuten nur eine sehr
kurze Halbwertszeit auf, bevor es zundchst von der Matrix-Metalloproteinase (MMP) 2

und anschlieRend von Aminopeptidasen abgebaut wird [132, 137].

4.5.2 Wirkungsweise von Adrenomedullin

Die Signalwirkungen von ADM werden Uber einen Rezeptorkomplex bestehend aus
einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor mit sieben Transmembrandomanen, dem
Calcitonin receptor-like receptor (CRLR), mit einem Receptor activity-modifying protein
(RAMP) vermittelt. Die drei bisher bekannten RAMP sind um die 150 Aminosauren lang
und mit einem kurzen intrazellularen C-Terminus, einer Transmembrandomane, dem
extrazellularen N-Terminus mit Signalpeptid sowie zwei Disulfidverbindungen

ausgestattet [34].

Das Heterodimer CRLR/RAMP1 hildet den selektiven CGRP-Rezeptor, CRLR/RAMP2
den selektiven ADM-Rezeptor AM1 und CRLR/RAMP3 den AM2, der zusatzlich eine
Affinitat fir CGRP zeigt. Die Assoziation von einem RAMP mit dem CRLR ist nicht nur
fir die Bestimmung der Ligandenspezifitit von Bedeutung, sondern auch fir die
Translokation des CRLR aus dem endoplasmatischen Retikulum an die Zelloberflache
[135]. Die zellularen Quellen der ADM-Rezeptoren sind genau wie ADM selbst in grol3er
Zahl in EC und VSMC vorhanden [108, 180]. Im Hirn ist der selektive ADM-Rezeptor
AML1 im Kleinhirn, Bulbus olfactorius und Hippocampus nachweisbar, in geringem Mal3e
auch im Mesencephalon und Hirnstamm. Speziell im Kleinhirn findet man ihn in
Purkinjezellen und im angrenzenden Plexus choroideus sowie im Ventrikelsystem [195].
AuRerdem wird RAMP2 im Vergleich aller RAMP am hochsten in den kleinen zerebralen
Gefalen exprimiert [108].

Nach Bindung von ADM an seinen Rezeptorkomplex kommt es zur Aktivierung
intrazellularer Signalkaskaden und zur Bildung des Signalstoffs cAMP (cyclisches
Adenosinmonophosphat) [180]. Anschliel3end werden Kaskaden Uber die Signalwege
PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase)/AKT (Proteinkinase B) und MAPK-ERK (Mitogen-
aktivierte Proteinkinase-Serin/ Threonin-Kinase) sowie Uber Regulation der Synthese
des Signalstoffs NO in Gang gesetzt [52, 133]. Schlussendlich beeinflusst ADM
entscheidend die Expression von Chemo- und Zytokinen, die wiederum vielféltige

Wirkungen erzielen konnen [78, 94].
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4 5.3 Effekte von Adrenomedullin

Sowohl unter physiologischen als auch pathophysiologischen Bedingungen hat ADM ein

grofRes Spektrum an Effekten auf die verschiedensten biologischen Prozesse.

Die Schlisselrolle von ADM besteht in der Regulation der Endothelfunktion und der
Aufrechterhaltung der Gefa3integritat [111].

Bereits in der Embryogenese zeigt sich seine tragende Rolle hinsichtlich der
Angiogenese, da ADM fiur die Zelldifferenzierung und intakte GeféalRsystementwicklung
unabdingbar ist: Homozygote Adm-Knockout-Mause versterben bereits in utero an nicht
mit dem Leben vereinbaren kardiovaskuldren GefaR3fehlbildungen und einer
pathologisch erhéhten GefaRdurchlassigkeit [26, 53, 177]. Im Ubrigen resultiert die
gleiche Konsequenz bei homozygoten Ramp2- bzw. Crir-Knockout-Mausen [84],
wahrend homozygote Rampl- und Ramp3-M&ause lebensfahig und voll ausgereift
geboren werden [37, 192]. Bei heterozygotem Adm-Knockout sind erhéhte Blutdriicke
und eine verringerte NO-Produktion, nach heterozygotem Ramp2-Knockout eine
vermehrte GefalRdurchlassigkeit und schwere Organfibrosen mit erhdhter vaskularer
Seneszenz  beschrieben. Hinsichtlich der Endothelfunktion wahrend der
Gefalentwicklung zeigt sich also dadurch, dass die Rezeptorkomponente RAMP?2 fiir
den ADM-Signalweg unverzichtbar ist [84, 111, 177].

DarlUber hinaus weist das auto- und parakrin wirkende Neuropeptid mit seinen stark
vasodilatatorischen Eigenschaften [70, 103] generell gewebeprotektive Fahigkeiten auf
[85].

Im Rahmen vieler kardiovaskularer Erkrankungen kann ein erhéhtes ADM-Plasmalevel
gemessen werden [70], wie z. B. bei arterieller Hypertonie, wo ADM an der
Blutdruckregulation beteiligt ist [109]. Auch bei einer Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertension kann ADM organprotektiv wirken [225]. Aul3erdem wird ADM bei kardialen
und zerebralen Isch&mien als auch unter hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimiert.
Es verringert eine Gewebeschadigung durch Foérderung der Kollateral- und
Gefal3bildung zur Aufrechterhaltung der lokalen Gewebeperfusion, Verringerung des
oxidativen Stresses sowie Erhdhung des zerebralen Blutflusses [85, 124, 220]. Des
Weiteren hat ADM auf die Pathogenese der Atherosklerose mit seinen antiproliferativen
und antimigratorischen Effekten auf VSMC einen protektiven Einfluss [110, 221]. Mit
seiner Hochregulation unter hypoxischen Bedingungen [147] verbessert ADM mit seiner
Féahigkeit der Angiogenesestimulation die Sauerstoffversorgung im Gewebe [142]. Die
Hohe des ADM-Plasmalevels hat im Ubrigen auch bei der Herzinsuffizienz

prognostische Aussagekraft [150].
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Dartiber hinaus bt ADM auch im Rahmen von Inflammation, wie bei entziindlichen
Autoimmunerkrankungen, beispielsweise bei der rheumatoiden Arthritis, einen fur das
entzlindete Gewebe positiven Einfluss aus [61]. Zusatzliche Wirkungen von ADM lassen
sich im Gastrointestinaltrakt in der Forderung von Regenerationsprozessen bei
entziindlichen Darmerkrankungen [133], in der Uterusdurchblutung und Anpassung des
Gefal3systems in der Schwangerschaft [130], sowie durch seine Hochregulation im

Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz beobachten [71].

Generell erfolgt die protektive Wirkung von ADM auf das GeféalRsystem Uber eine
Stimulation der Proliferation von VSMC, Hemmung der EC-Apoptose sowie
antithrombotische und antikoagulative Effekte durch die Freisetzung von Antithrombin
und Plasminogenaktivatoren aus den EC [70, 134, 221]. Im Wesentlichen reduziert ADM
also Gewebeschadigungen durch eine verbesserte Barrierefunktion der EC [102].

Weitere Aspekte bestehen unter anderem aus dem Einfluss von ADM auf endokrine
Prozesse: Es reguliert die Freisetzung von ACTH (Adrenocortikotropes Hormon) aus der
Adenohypophyse [169], die im Hypothalamus stattfindende Regulation von Wasser- und
Nahrungsaufnahme [168], den Blutdruck tUber den Flussigkeits- und Elektrolythaushalt
in der Niere sowie die Aldosteron-Sekretion in der Nebennierenrinde [45, 222]. Zudem

ist der ADM-Plasmaspiegel bei Patienten mit diabetischer Nephropathie erhéht [56].

Eine wichtige Rolle spielt ADM auch im Kontext von Tumoren. Es wird von Karzinomen
als solide Tumorentitat mit hypoxischen Umgebungsbedingen wie beispielsweise beim
Pankreas- [160], Endometrium- [153] und Mammakarzinom [131] sowie beim
Glioblastom [154], verstarkt exprimiert. Dort fordert es die Karzinogenese durch
Tumorzellproliferation und Hemmung von Apoptose. AuRerdem begiinstigt ADM die
Angiogenese zur verbesserten Blutversorgung des Tumors und stimuliert die
Metastasierung [146, 149, 160, 161].

Des Weiteren ist seine antiinflammatorische Wirkung von Bedeutung [70, 166, 217]. Im
Rahmen von Sepsis und dem systemischen inflammatorischen Response-Syndrom
(SIRS) wird es hochreguliert und weist insbesondere bei einem septischen Schock seine
hochsten Plasmalevel auf [31, 151, 194]. Dabei kann es mdglichen
Gewebeschadigungen nicht nur durch die Verbesserung der Gefalintegritat [85, 221],
sondern auch Uber die Regulation der Immunabwehr entgegenwirken [115]. Unter
infektibsen Bedingungen im Rahmen bakterieller Infektionen wird die Expression von
ADM durch proinflammatorische Zytokine wie TNF, LTA, IL1A und IL1B sowie durch
Lipopolysaccharid (LPS) — das bakterielle Endotoxin gramnegativer Bakterien —
hochreguliert [35, 88, 191, 224].
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Die Effekte des ADM-Signalwegs sind vielfaltig. So reguliert es zum einen die Produktion
inflammatorischer Zytokine wie TNF und IL1B, beispielsweise durch Inhibition der TNF-
Produktion in Makrophagen, herunter [217], zum anderen erhéht es IFN-gamma,
wodurch die Immuntoleranz Uber die Stimulation tolerogener antigenprasentierender
Zellen verbessert wird [46]. Zusatzlich fordert ADM die Suppression von Thl-Zellen,

aktiviert regulatorische T-Zellen und beeinflusst die Reifung von DC [166].

Die antiinflammatorische Wirkung von ADM l&asst sich auch in seiner Beeinflussung der
Adhasionsmolekiile am Endothel beobachten, da eine verringerte ADM-Expression die
Ausstattung der EC mit Adh&sionsmolekilen steigert, was zu einem Anheften von
Immunzellen wie Makrophagen und damit zu einer Stimulation von Immunantworten
fuhrt [111]. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass ADM die Expression der
Endothelzelloberflachenproteine ICAM1, VCAM1 und Selectin E negativ beeinflusst [93].

Aber auch bei pathophysiologischen Extremsituationen, wie im Schockzustand oder bei
SIRS, kann die Gewebeperfusion durch ADM verbessert werden [151, 194].

Interessanterweise scheint ADM jedoch auch proinflammatorische Effekte, z. B. durch
Erhéhung von IL6, bewirken zu kénnen [217]. Die regulatorische Rolle von ADM bei
Infektionen, Entzindungen und Sepsis — Zustanden, die mit einer Erh6hung seines
Plasmaspiegels einhergehen — begriindet die aktuelle intensive Erforschung des
Neuropeptids bezlglich seiner klinischen Aussagekraft und Anwendungsmdglichkeiten
als prognostischer Marker. Die H6he der ADM-Expression soll dabei mit der Schwere
der Erkrankung bzw. dem Grad der Endothelschadigung korrelieren [126, 150, 194].
Diesbeziglich gibt es bereits vielversprechende Forschungsergebnisse iber das ADM-
Vorlaufermolekul Proadrenomedullin im Rahmen von bakteriellen Pneumonien und
Sepsis [47, 89]. Aber auch bei der ambulant erworbenen Pneumonie, die nicht nur durch
bakterielle, sondern auch Virus- oder Pilzinfektionen entstehen kann, sind erhéhte Werte
von Proadrenomedullin nachgewiesen worden [89]. Dabei sind bei bakteriell sowie viral
verursachter Pneumonie sogar gleich hohe Proadrenomedullin-Werte messbar, sodass
eine Unterscheidung der Krankheitsatiologie nicht mdglich ist [16]. Im Ubrigen wurden
auch wahrend einer schweren COVID-19-Infektion erhdhte ADM-Expressionslevel
gefunden [81], die als erste Hinweise fiir eine Regulation von ADM bei Virusinfektionen

zu interpretieren sind.

ADM beeinflusst noch eine weitere wichtige Schnittstelle: die Blut-Hirn-Schranke. Das
auto- und parakrin wirkende Neuropeptid wird namlich von den an der Blut-Hirn-
Schranke beteiligten Zelltypen sezerniert [70, 100] und fordert ihre Induktion und
Aufrechterhaltung [101]. Die Regulation der Blut-Hirn-Schranke durch ADM fihrt zu

einer Verringerung der parazellularen Permeabilitét und Erhéhung der TEER [98].
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AuRerdem reduziert ADM die Flussigphase-Endozytose und steigert die Aktivitat von
Effluxpumpen [99, 101], wodurch die Endothelfunktion und GefaRintegritat verbessert
wird. Der zugrundeliegende Mechanismus fiir die Férderung der erhéhten parazellularen
Dichtigkeit der Blut-Hirn-Schranke durch ADM besteht aus der Stimulation der
Expression des TJ-Proteins CLDN5 [72].
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5 Fragestellung

Noch immer ist die Tollwut eine weltweit geflrchtete und fast ausnahmslos toédlich
verlaufende Infektionskrankheit, die jahrlich mehrere zehntausend Opfer fordert. Zwar
sind effektive Immunisierungen (Pra- und Postexpositionsprophylaxen) verfiigbar, die
vor einem letalen Infektionsverlauf schiitzen, doch sind Impfungen gerade in strukturell
und finanziell benachteiligten Regionen dieser Welt nicht ausreichend verfigbar.
Gravierender noch ist der Blick auf die therapeutischen Optionen: Im Falle einer
symptomatischen RABV-Infektion gibt es bis heute keine Behandlungsmoglichkeit, die
den Betroffenen vor einem todlichen Infektionsausgang bewahrt.

Zur Entwicklung erfolgreicher Therapiestrategien ist daher das Verstandnis der fir die
hohe Pathogenitat des RABV verantwortlichen Mechanismen essentiell.

Nach dem aktuellen Stand der Forschung weil3 man bereits, dass das RABV Uber
diverse hocheffiziente Strategien verfiigt, einer effektiven Immunabwehr des Wirts zu

entkommen.

Interessanterweise konnte in Vorversuchen gezeigt werden, dass bei zerebralen
Virusinfektionen die Expression von Neuropeptiden hochreguliert wird. Neuropeptide
sind wichtige Mediatoren fir die Kommunikation zwischen Nerven- und Immunsystem.
Eines dieser Neuropeptide ist ADM, dessen Hochregulation bisher hauptséchlich in
bakteriellen Infektionen, Sepsis und Inflammation beschrieben wurde. Wenig weil3 man
Uber dessen Rolle bei Virusinfektionen. Die Haupteffekte von ADM bestehen in der
Stimulation von Angiogenese, in antiinflammatorischen Wirkungen sowie in der
Forderung von endothelialen Barrierefunktionen, unter anderem auch die der Blut-Hirn-
Schranke. Insofern kdnnte also die Expression von Neuropeptiden wie z. B. ADM durch
das RABYV reguliert werden und darin eine weitere immunevasive Strategie des Virus
bestehen.

In dieser Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden:

Gibt es Expressionsveranderungen des Neuropeptids ADM bzw. seiner
Rezeptorkomponenten im RABV-infizierten Maushirn bzw. in ausgewahlten

Hirnbereichen?

Haben Veranderungen des ADM-Systems Einfluss auf Komponenten der Blut-

Hirn-Schranke?

Kommt es darlber zu einer vermehrten Abschottung des Hirnparenchyms vor

aus dem Blutsystem eindringenden Immuneffektoren?
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6 Methoden und Material

6.1 Viren, Versuchstiere und in vivo-Experimente
6.1.1 Virusstamme

Der hochpathogene Wildtyp-RABV-Stamm DOG4 entstammt aus einem von einem
tollwitigen Hund infizierten Menschen und wurde fir die Versuche auf murinen
Neuroblastomzellen (NA-Zellen) kultiviert. Alle Infektionsversuche wurden unter

Verwendung der gleichen Viruspassage durchgefihrt [41].

Beim RABV-Stamm Challenge Virus Standard F3 (CVS-F3; F3) handelt es sich um einen
zellkulturadaptierten Stamm, der in immunkompetenten Mausen nach oraler,
intramuskularer (i. m.), intrakranialer und intranasaler (i. n.) Inokulation nicht zum Tod
fuhrt. Die Apathogenitat beruht auf einer Arginin-zu-Glutamin-Substitution an Position
333 des RABV-G. Das Virus wurde auf Baby Hamster Kidney (BHK)-21-Zellen, einer
Fibroblastenzelllinie, kultiviert [75].

6.1.2 Versuchstiere, Infektion und Versuchstiereingruppierung

Fur die Tierversuche, die von Dr. Mirjam Bertoune durchgefiihrt worden sind, wurden
weibliche sechs bis acht Wochen alte C57BI/6N-M&ause verwendet. Die Tiere wurden bei
einem 12 h/ 12 h-Tag-Nacht-Zyklus mit Zugang zu Futter und Wasser ad libitum in
Gruppen von funf Mausen gehalten. Fir die Infektionsversuche wurden die Tiere
paarweise gesetzt. Die Inokulation der Mause mit PBS (phosphate-buffered saline) oder
dem RABV-Stamm DOG4 erfolgte beidseitig i. m. (M. gastrocnemius) unter kurzzeitiger
Isofluran-Inhalationsanasthesie (genehmigt durch das Regierungsprasidium Giel3en
unter dem Aktenzeichen V 54 - 19 ¢ 20 15 h 01 MR 20/26 Nr. 11/2014, durchgefiihrt an
der Philipps-Universitat Marburg). Die Inokulationsdosis betrug pro Tier insgesamt 108
FFU (focus-forming units) in 100 pL PBS, was durchschnittlich bei 90 % der Tiere zum
Tod fuhrt. Die Tiere wurden bereits eine Woche vor Versuchsbeginn sowie wéhrend des
Versuchs taglich morgens gewogen, mit spezifischen Symptomen zusatzlich auch
abends. Zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs wurde ein Scoring mit zahlreichen Tests

durchgefuhrt, mit dem die Tiere in 6 Stadien (Score 0 bis 5) eingruppiert werden konnten:
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Score 0: Gesund
Score 1: Zerzaustes Fell

Score 2: Negativer trunk curl-Test

(Tier kann nicht mehr alle vier Extremitéaten strecken)
Score 3: Einseitige Hinterbeinparese
Score 4: Zweiseitige Hinterbeinparese
Score 5: Sterbend

Zur Vermeidung von Leiden wurden die Tiere spéatestens nach Erreichen eines der drei
folgenden  Abbruchkriterien  durch  zervikale  Dislokation unter Isofluran-
Inhalationsanéasthesie euthanasiert: I.) Gewicht < 80% im Vergleich zum Gewicht bei
Inokulation, II.) > 72 h im Stadium 3, Il.) Stadium 4.

Tiere, die aufgrund eines Abbruchkriteriums getotet wurden, werden im Weiteren als

Jferminal‘ bezeichnet.

Fur molekularbiologische Untersuchungen wurden Tiere zu folgenden Zeitpunkten

euthanasiert:

1.) 5d. p. i.: 5 Tage nach Inokulation (dies post infectionem) ohne Auftreten von

Krankheitssymptomen (Inkubationsphase); n =7

2.) Score 2: 7 d. p. i., mit ersten spezifischen Krankheitsanzeichen (friihe

symptomatische Phase); n =7
3.) terminal: 8 — 10 d. p. i., bei Erreichen eines Abbruchkriteriums; n=7
4.) PBS: 10 d. p. i. nach Injektion von PBS-L6sung (Kontrolltiere); n =6

Fur immunhistochemische (IHC)- und Doppelimmunfluoreszenzfarbungen wurden Tiere

zu folgenden Zeitpunkten euthanasiert:

1.) Score 2: 7 d. p. i., mit ersten spezifischen Krankheitsanzeichen (friihe

symptomatische Phase); n = 3
2.) terminal: 8 — 10 d. p. i., bei Erreichen eines Abbruchkriteriums; n = 2
3.) PBS: 10 d. p. i. nach Injektion von PBS-L6sung; n =3

Zum Vergleich wurde Hirngewebe aus méannlichen C57BI/6N-Mausen herangezogen,
das von Bernhard Dietzschold (Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA, USA) zur
Verfligung gestellt wurde. Diese Méause (n = 4) wurden mit dem RABV-Stamm CVS-F3
unter Einhaltung der Regelungen zum tierexperimentellen Arbeiten vor Ort (genehmigt

durch das Institutional Animal Care and Use Committee of Thomas Jefferson University,
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Experimentnummer #4585 und #4589), ebenfalls unter Isofluran-Inhalationsanasthesie,
mit 10° FFU CVS-F3 in 10 pyL PBS i. n. inokuliert und an Tag 8 nach Inokulation

euthanasiert. Damit ergab sich die letzte Gruppe an Versuchstieren:
4.) F3: Infektion mit CVS-F3-Virus, 8d. p.i.;n=4

AuRerdem lag fur Testfarbungen (unter anderem fiir die Antikérperfunktionalitat in Lunge
und Herz) Gewebe aus dem Tierversuch 2011-89 (Aktenzeichen V 54 — 19 ¢ 20 15 (1)
MR 20/26 Nr. 89/2011, genehmigt durch das Regierungsprasidium Giel3en) vor. Die
Maus (weiblich, sechs Wochen alt, C57BI/6N von Charles River, WIGA Deutschland
GmbH, Sulzfeld, DE) wurde mit insgesamt 10° FFU DOG4 in 60 uL physiologischer
Kochsalzlosung i. m. (M. gastrocnemius; 30 puL pro Seite) inokuliert und 11 d. p. i. nach
72 h im Stadium 3 (Abbruchkriterium) durch zervikale Dislokation euthanasiert.

6.1.3 Gewebegewinnung und -fixierung

Nach Euthanasierung der Tiere wurde die Nackenhaut er6ffnet und die
Nackenmuskulatur abprapariert. Durch das Foramen magnum wurde die Kalotte
beidseitig nach lateral erdffnet und nach rostral abgeklappt, um das Hirngewebe

freizulegen.

Fur RNA-Analysen vorgesehenes Hirngewebe wurde stumpf voneinander gelést und in
die Bereiche Cortex, Kleinhirn (Cerebellum), Hirnstamm und Rest (Diencephalon und
Telencephalon ohne Cortex) aufgeteilt. Die Gewebeproben wurden sofort zur RNA-
Stabilisierung nach Herstellerangaben in RNAlater-Lésung (Thermo Fisher, Waltham,

MA, USA) eingetaucht und bei 8 °C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

Fur IHC- und Doppelimmunfluoreszenzfarbungen vorgesehenes Hirngewebe wurde
nach vollstdndiger Entnahme aus der Kalotte mittels Bouin-Hollande-Ldsung fur
mindestens 24 h fixiert. Die Bouin-Hollande-Stammldsung wurde zuvor durch Lésung
von 12,5 g Kupferacetat in 250 mL Analyse-Wasser, Zugabe von 30 g Pikrinsaure unter
Ruhren und Auffillung auf 500 mL Analyse-Wasser sowie Filtration hergestellt.
AnschlieBend wurden je 100 pL der Stammilésung mit 10 pL 37 %-iger
Formaldehydlosung und 1 pL Eisessig versetzt. Nach der Fixierung wurde das Gewebe
mehrmals mit 70 %-igem Isopropanol gewaschen, bevor das Gewebe im Gewebe-
Einbettautomaten Tissue-Tek (Vogel, GieRen, DE) Uber eine aufsteigende Alkoholreihe
paraffiniert wurde. Danach wurde es in einen Paraffinblock eingebettet, bei

Raumtemperatur (RT) ausgehartet und gelagert.
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6.2 Molekularbiologische Methoden
6.2.1 RNA-Isolierung aus Maushirnen

Um Veranderungen der Transkriptionsspiegel spezifischer Gene im RABV-infizierten
Maushirn analysieren zu kénnen, wurde die mRNA aus den Hirngeweben isoliert. Dafur
wurde das in RNAlater stabilisierte Gewebe nach Herstellerangaben mit 1 mL pro 100
mg Gewebe [B-Mercaptoethanol versetzten RLT-Puffer aus dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, DE) und einem handgehaltenen Omni Tissue Homogenizer unter
Verwendung von Soft Tissue Omni Tip Plastic Homogenizing Probes (7 x 110 mm)
(Omni International, Inc, Kennesaw, GA, USA) und anschlieendem 5- bis 10-maligem
Auf- und Abziehen in einer 1 mL-Spritze mit einer 26G-Kanlle homogenisiert. Der RLT-
Puffer inaktiviert RNasen, um Verluste an instabiler RNA zu reduzieren. Die Homogenate
wurden durch Zentrifugation (3 min, 16000 x g) geklart und der Uberstand bis zur
Aufreinigung bei -80 °C gelagert.

Die RNA-Aufreinigung wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben
durchgefihrt. Das Prinzip beruht auf einer durch polare Wechselwirkungen bedingte
Bindung von RNA an Kieselgel (Silica-Membran) in den Zentrifugenréhrchen. Durch
Zugabe von Ethanol wird diese Bindung begunstigt, wahrend andere Bestandteile des
Lysats wie DNA denaturieren und unter Zentrifugation ausgewaschen werden. Nach
einem DNA-Verdau mit DNase | fir 15 min und weiteren Waschschritten mit dem Puffer
RPE wird die aufgereinigte RNA unter leicht basischen Bedingungen aus der Membran
geldst und mit RNAse-freiem Wasser in 50 pL-Aliquots tberfuhrt. Die Lagerung der RNA-
Proben erfolgte bei -80°C.

6.2.2 Konzentrationsbestimmung der RNA am Nanodrop

Die Konzentration der in wassriger Losung befindlichen RNA wurde am
Spektralphotometer Nanodrop 2000c (Thermo Fisher) bei einer Wellenl&ange von 260 nm
gemessen. Da 40 pg RNA in 1 mL Ldsung einer Extinktion von 1,0 entspricht, kann auf
diese Weise die RNA-Konzentration berechnet werden. Zudem wurde die Extinktion,
Uber die der Proteingehalt der Probe bestimmt wird, bei 280 nm gemessen und die
Reinheit der Probe Uber das Absorptionsverhaltnis der optischen Dichte OD2s0/OD2so
Uberprift, die zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte. Zur Minimierung von Messfehlern

wurde der Mittelwert aus je sechs Messwerten einer Probe berechnet.
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6.2.3 Qualitatsuberpriufung der RNA am Bioanalyzer

Die Qualitat der RNA in wassriger Losung wurde mit dem RNA 6000 Nano Kit (Agilent
Technologies, Waldbronn, DE) am Bioanalyzer RNA 2100 (Agilent Technologies) nach
Herstellerangaben Uberprift. Das Prinzip der Qualitatsiberprifung basiert auf einer
elektrophoretischen Auftrennung der RNA-Bestandteile der jeweiligen Probe. Ein in die
RNA interkalierender Fluoreszenzfarbstoff wird unter UV-Licht und in Referenz zu einem
mitlaufenden Molekulargewichtsstandard detektiert. Der daraus resultierende RIN-Wert
(RNA Integrity Number) ist umso hoher, je intakter die RNA der jeweiligen Probe ist
(Werte zwischen eins und zehn). Fir die Analysen wurden nur Proben mit einer RIN > 7
verwendet. So konnte fir jedes Krankheitsstadium und jede Hirnregion mit Ausnahme
vom Kleinhirn 5 d. p. i. (n = 3) und Kleinhirn terminal (n = 1) aufgrund mangelhafter RIN-
Werte je vier aus sieben maoglichen Proben ausgewahlt werden.

6.2.4 Absolute Quantifizierung von Virusgenomaquivalenten

6.2.4.1 Primer-Design fur die Amplifikation viraler Genome

Zur Quantifizierung viraler Genome im DOG4-infizierten Maushirn ist das Primerpaar
MP79 und MP80 (Tab. 1) designt worden. Dieses amplifiziert ein 137 Basenpaar (bp)
langes Genomfragment des DOG4-Virus. Als Vorlage wurde die Leader- und die sich
daran anschlieBende RABV N-Nukleotidsequenz verwendet. Der zu amplifizierende
Genomabschnitt sollte dabei kiirzer als 200 bp sein und die Schmelztemperaturen zur
Amplifikation héchstens um 1 °C voneinander bei 60 °C abweichen, sodass in der

Amplifikationsphase Anlagern der Primer und Elongation gleichzeitig stattfinden kénnen.

Tab. 1: Primer DOG4-Amplikon

Primer | Sequenz und Funktion Quelle

MP79 ACACCCCTACAATGGATGC, Preuss, M. A. R., Faber, M.-L., Tan, G. S., Bette,
M., Dietzschold, B., Weihe, E. et al. (2009).
Intravenous inoculation of a bat-associated
rabies virus causes lethal encephalopathy in
mice through invasion of the brain via
MP80 | GGGTTATACAGGGCTTTTTCA | neurosecretory hypothalamic  fibers. PL0S

pathogens, 5(6), €1000485.

Forward Primer

Reverse Primer
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6.2.4.2 Reverse Transkription

Vor der Amplifizierung von Genomsequenzen und mRNA muss die aufgereinigte RNA
zunachst durch eine RNA-abhangige DNA-Polymerase in cDNA (complementary DNA),
also einen zum Virusgenom bzw. zur mRNA komplementaren Nukleotid-Einzelstrang
umgeschrieben werden. Die Durchfiihrung erfolgte mit dem Affinity Script Multiple
Temperature cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologies) nach Herstellerangaben. Als
Primer (also zur DNA-Vorlage komplementdre Oligonukleotide als Startpunkt fir die
DNA-Polymerase) wurden dabei sowohl aus sechs Basen bestehende Random
Hexamere eingesetzt, die sich aufgrund ihrer randomisierten Zusammensetzung an
passende Stellen auf der gesamte RNA anlagern kénnen, als auch Oligo(dT)s, die
spezifisch die Poly-A-Schwéanze von mRNA binden. Zusatzlich wurde der Primer MP79
verwendet, der an die Startsequenz des DOG4-Virusgenoms bindet. Durch die
Kombination der drei verschiedenen Primer wurde gewahrleistet, dass die komplette

MRNA inklusive der Virusgenomsequenz umgeschrieben wurde.

Pro Versuchstier, Krankheitsstadium und Hirnregion wurde dreimal 500 ng RNA in 10
pL-Reaktionen zu cDNA umgeschrieben, sodass letztendlich 1500 ng cDNA zur
Verfligung standen. Nach Zusammenfihrung von 1,0 pL Random Hexamer [50 uM], 0,5
pL Oligo(dT) [0,5 pg/pL] und 0,1 uL MP79 [10 uM] wurde diese Losung zu 5,25 UL RNA,
gof. nach Verdinnung mit ddH.O (doppelt destilliertes Wasser) gegeben. Zur
Anlagerung der Primer wurde im PCR-Cycler PTC-0200 (MJ Research, Waltham, MA,
USA) 5 min bei 65 °C inkubiert, dann wieder auf RT abgekuinhlt. Danach wurden 1,0 pL
Affinity Script RT-Buffer [10 x], 1,0 uL DTT [100 mM], 0,4 pL dNTPmix [25 mM], 0,25 pL
RNase Inhibitor [40 U/uL] und 0,5 uL Affinity Script Reverse Transkriptase hinzugegeben
und die Inkubation zur Amplifikation der cDNA-Sequenzen fir 60 min auf 42 °C im PCR-
Cycler durchgefiihrt. Die Reaktion wurde mit Erhitzung auf 70 °C fir 15 min und 95 °C
fir 5 min beendet. Zum Schluss wurden die drei cDNA-Proben zu einem 30 pyL cDNA-
Aliquot mit insgesamt 1500 ng cDNA und einer Konzentration von 50 ng cDNA/uL
gepoolt. Die Aliquots wurden mit 150 pL ddH.O aufgefillt und daraus 20 pL-Aliquots
hergestellt, die bei -20 °C gelagert wurden. Geringere cDNA-Erzeugnisse stellten die
Proben Kleinhirn 5 d. p. i. mit nur n = 3 Tieren und Kleinhirn terminal mit nur n = 1 Tier

sowie geringerem RNA-Input von 881,5 ng dar.

6.2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Methode, mit der
spezifische DNA-Abschnitte amplifiziert werden kénnen. Dabei bildet eine hitzestabile

DNA-Polymerase nach Denaturierung eines DNA-Doppelstrangs und Anlagerung zweier
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Primer an einen DNA-Einzelstrang (cDNA) je einen zur cDNA komplementaren DNA-
Strang. Durch das Hintereinanderschalten mehrerer Zyklen von Denaturierung der
Doppelstrange, Primeranlagerung an die Einzelstrdnge und Elongation zu neuen
Doppelstrangen stehen jedes Mal neue Startpunkte fur die DNA-Polymerase zur
Verfligung, sodass die Amplifikation ab einem gewissen Zeitpunkt in exponentieller

Weise vonstattengeht.

Mittels PCR und Verwendung des PCR Kits KAPA2G (PEQLAB, Erlangen, DE) wurden
die DOG4-Templates fur die Generierung einer Virusgenom-Standardkurve hergestellt.
Dabei wurden 2 pL cDNA vorgelegt und mit 10 pL 2 x KAPA2G (inkludiert DNA-
Polymerase, Puffer, ANTPs, MgCl. und Stabilisatoren), 1 pL MP 79 [10 pM], 1 puL MP 80
[10 puM] und 6 pL ddH2O versetzt. Die Inkubation im PCR-Cycler erfolgte nach dem
Herstellerschema ,maximum speed’ mit anschlieBendem Abkuhlen auf 8 °C (10 min).

6.2.4.4 PCR-Aufreinigung

Die Aufreinigung des PCR-Produkts zu reinen Nukleinsauren erfolgte mit dem PCR
Clean-up Gel Extraction NucleoSpin Extract Il Kit (Macherey-Nagel, Duren, DE). Das
Prinzip der DNA-Aufreinigung beruht auf der DNA-Ausfallung dber polare
Wechselwirkungen in Verbindung mit Kieselgel (Silica-Membran). Das PCR-Produkt
wurde nach Herstellerangaben mit NT- und NT3-Puffer unter Zentrifugation in
Zentrifugenréhrchen gewaschen und die DNA-Bindung in der Membran begtinstigt.
Danach wurde unter geringem Salzgehalt mit NE-Puffer die gebundene DNA aus der

Membran geldst und als Eluat bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

6.2.4.5 Gelelektrophorese

Zur Uberprufung der DNA-Produkte wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt, die
eine Auftrennung der DNA-Fragmente in Abhangigkeit von deren Basenpaarléange bei
gleichzeitigem Mitlaufen eines MolekulargréRenstandards erlaubt. Je kirzer die negativ
geladenen DNA-Molekile sind, desto schneller bewegen sie sich nach Anlegen einer
elektrischen Spannung zur positiv geladenen Anode in der Gelmatrix. Durch Zugabe
eines in die DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs lassen sich die Banden dann
unter UV-Licht detektieren.

Fur PCR-Produkte mit 130 — 200 bp, wie die mit den Primern MP79 und MP80
generierten DOG4-Amplikons, wurde ein 2 %-iges Agarose-Gel als optimales
Tragermedium gewahlt. Dafiir wurde TBE (Tris-Borsaure-EDTA-Puffer) aus 10,8 g TRIS
(Tris(hydroxymethyl)aminomethan), 55 g Borsaure, 4 mL 05 M EDTA
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(Ethylendiamintetraessigsaure) und Auffillen mit ddH.O auf 1 L angesetzt. 50 mL TBE
wurden mit 1,0 g Agarose versetzt und bis zum vollstandigen Losen unter Schwenken in
einer Mikrowelle zum Kochen gebracht. Dann wurden 2 pL 1:10-verdinntes GelRed
(Thermo Fisher) pro Milliliter Gel hinzugegeben. Nach Abkuhlen (circa 10 min) in einem
40 - 50 °C warmen Wasserbad wurde das Gel in einen mit einem Kamm versehenen
Geltrager gegossen, der mit seinen Ausbuchtungen die Taschen fir die spatere
Probenbeladung bildete. Nach etwa 30 min war die Flissigkeit zu Gel polymerisiert und
konnte in die mit TBE befilite Elektrophoreseapparatur eingesetzt werden. Die
Geltaschen wurden mit je 10 puL aufgereinigter PCR-Reaktion und 2 pL 6 x Ladepuffer
(zum Absinken auf den Taschenboden) bzw. 5 pL GroRRenstandard beladen. An die
Elektrophoreseapparatur wurde fiir 1 h eine elektrische Spannung von 100 V angelegt.
Danach konnte die Laufstrecke der PCR-Produkte als fluoreszierende Banden im Gel
mit dem UV-Photospektrometer Gel Documentation E-Box VX2 (PEQLAB, Erlangen,
DE) detektiert werden.

6.2.4.6 Methodik der quantitativen Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion

Das Verfahren der quantitativen Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (QPCR), das zur
Quantifizierung von Virusgenomaquivalenten (VG) verwendet wurde, kombiniert die
Vervielfaltigung von Nukleinsduren einer konventionellen PCR mit einer quantitativen
Messung der PCR-Produkte in Echtzeit Gber Fluoreszenzphotometrie. Dabei werden
nach jedem Zyklus Signale des mit den DNA-Strangen interkalierenden fluoreszierenden
Farbstoffes SYBR Green (Eurogentec, Luttich, BEL) gemessen. Da sich das
Farbstoffsignal proportional zur DNA-Menge verhalt, kann dieses in der exponentiellen
Phase quantifiziert werden. Die Werte werden gegen die Zyklusnummer aufgetragen.
Der Zyklus, bei dem das Fluoreszenzsignal einen bestimmten Grenzwert Uberschreitet,
kann dann als Cycle Threshold (Ct-Wert) abgelesen werden. Eine anschlieRende
Dissoziationskurve mit langsamer Erhdhung der Temperatur auf 95 °C dient der
Denaturierung doppelstrangiger DNA mit einhergehendem Fluoreszenzverlust. Durch
den Abgleich mit der spezifischen Schmelztemperatur eines qPCR-Produkts kann eine
Abgrenzung von Nebenprodukten wie beispielsweise Primer-Dimeren vorgenommen

werden.

6.2.4.7 Erstellung einer Virusgenom-Standardkurve

Zur absoluten Quantifizierung der Viruslast im infizierten Maushirn wurde eine

Standardkurve fir DOG4-Genome bendtigt, mit der die Anzahl neu synthetisierter VG
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Uber den Ct-Wert mit einer bekannten Anzahl an DOG4-Genomaquivalenten bestimmt

werden konnte.

Die Standardkurve wurde in einer gPCR mit einer Verdinnungsreihe von DOG4-
Amplikons aus aufgereinigten PCR-Reaktionen mit den Primern MP79 und MP80 in
sieben aufeinanderfolgenden Log-Stufen generiert. Uber die Konzentration der Probe
sowie das Gewicht und die Sequenz eines einzelnen Amplikons wurde die Amplikon-
Anzahl pro Mikroliter berechnet. Die Konzentration betrug 20,98 ng/pL, das Gewicht der
Amplikonsequenz entsprach einem Molekulargewicht von 84.425,08 Da 1,4019 x 101°
ng. Es resultierte eine Amplikon-Anzahl von 1,4965 x 10** Molekilen pro Mikroliter.

Die Verdiinnungsreihe wurde in Zehnerschritten mit E.Coli-tRNA (Transport-RNA) MRE
600 (Roche, Basel, CH; Bestell-Nr. 10109541001) hergestellt, sodass DOG4-Genome
in sieben Stufen von 107/2 pL bis 10%2 uL vorlagen. Zur Minimierung von Messfehlern
wurde die Verdinnungsreihe zweimal angelegt und jede Verdunnungsstufe als Triplikat
unter Standardbedingungen mit dem Takyon Low Rox SYBR 2 x MasterMix blue dTTP
gPCR Kit (Eurogentec) amplifiziert und schlussendlich der Mittelwert aus den beiden
Mittelwerten der Triplikate errechnet. In den 15 pL-Reaktionen wurden 2 pL der
jeweiligen cDNA-Verdinnung und 13 pL MasterMix des Kits Takyon MM, ddH.O, MP79
[500 nM] und MP80 [500 nM]) miteinander kombiniert. Nach kurzer Zentrifugation wurde
im gPCR-Cycler Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies) zunachst die Takyon-
Aktivierung bei 95 °C (3 min) initiiert, ehe das Cycling-Programm mit 50 Zyklen
bestehend aus Denaturierung und Primer-Anlagerung bei 95 °C (10 s), Elongation bei
60 °C (60 s) sowie Generierung einer Dissoziationskurve (95 °C (60 s), 55 °C (30 s), 95
°C (30 s)) durchlaufen wurde.

6.2.4.8 Quantifizierung der Proben mittels Standardkurve

Bei der absoluten Quantifizierung von VG wird der Ct-Wert einer cDNA-Probe mit der
Standardkurve fur das DOG4-Genom abgeglichen. Da nicht auf jeder gPCR-Platte eine
Standardkurve mitgefuhrt werden sollte, wurde jeweils an der gleichen Stelle ein
Interplate Calibrator (IPC) mitquantifiziert, von dem ein Aliquot bereits bei der
Generierung der Standardkurve mitgefihrt wurde. Auf diese Weise konnten die Ct-Werte
des aktuellen Laufs an den des Standardkurven-Laufs angeglichen werden. Fir die
Quantifizierung von VG in den Proben wurden auch hier Triplikate mit je 50 ng in cDNA
umgeschriebene RNA und je 500 nM der Primer MP79 und MP80 in Takyon MasterMix
(Eurogentec) pro 15 pyL-Reaktion verwendet und das gleiche Cycling-Programm wie in
6.2.4.7 gewabhilt.
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6.2.4.9 Auswertung der absoluten Quantifizierung der Virusgenome

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde fir die gemessenen Ct-Werte zuerst ein
Ausreif3er-Test nach Grubb durchgefihrt:

1
SD

G = kritischer Wert G; x; = verdachtiger Wert; x = Mittelwert; sp = Standardabweichung

Dabei wurde bei allen Werten die Differenz zu ihren Mittelwerten als Betrag ermittelt und
dieser Wert durch die Standardabweichung dividiert. Wenn das Ergebnis grof3er als 1,15
war, handelte es sich um einen Ausreil3er und der Wert wurde bei der weiteren
Auswertung nicht weiter bertcksichtigt, sondern der Ausrei3er durch den Mittelwert der
ubrigen Werte ersetzt (maximal ein Ausreif3er pro Gruppe).

Danach wurden die Mittelwerte aus den zweifach angelegten Triplikaten pro
Verdinnungsstufe gebildet, um daraus die Regressionsgerade zu errechnen sowie die
Korrelation zwischen dem Ct-Wert und dem Logarithmus der initialen Anzahl an DOGA4-
Amplikons. Dabei wurde die Anzahl an DOG4-Amplikons gegen den Ct-Wert

aufgetragen und folgende Formel verwendet:
y=m-:x+y
m = Steigung; x = log (initiale Anzahl an DOG4-Templates), y = Ct-Wert
Die Standardkurve fir DOG4-Genomaéaquivalente ergab folglich:
y = —3,3043 - x + 35,304

Der Korrelationskoeffizient R? beschreibt die Starke der linearen Korrelation zwischen
dem Ct-Wert und dem dekadischen Logarithmus, wobei 1 das Maximum und O das

Minimum an Korrelation bedeutet. Dieser betragt:
R* = 0,9996

Die Effizienz der gPCR-Reaktion wurde Uber die Steigung der Regressionsgeraden

bestimmt:
E=10"Ym_1

Sie beschreibt insofern die Qualitdt einer PCR, als dass bei 100 % in jeder
Amplifikationsrunde die Amplikonanzahl verdoppelt wird. Dies ist vor allem von den
Primern, aber auch von Inhibitoren wéahrend der Reaktion abh&ngig. Hier betrug die
Effizienz 100 %:

E =1071/330%3 = 100
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6.2.5 Relative Quantifizierung von Zielgenen

6.2.5.1 Housekeeping-Gene-Assay

Die quantitativen Veranderungen in der Expression der Zielgene wahrend der DOGA4-
Infektion wurden tber eine relative Quantifizierung gegen nicht infizierte, PBS-inokulierte
Mause bestimmt. Dabei ist der Bezug auf Gene notwendig, deren Expression sich
normalerweise nicht durch &uRere Einflisse verandert, sog. Housekeeping-Gene, die

meist wichtige Gene des Grundstoffwechsels aller Zellen darstellen.

Um die drei besten Gene fur die Analysen unter Infektionsbedingungen zu finden,
wurden in einer gPCR mithilfe des Mouse Endogenous Control Gene Panel Kit (Tataa
Biocenter AB, Goéteborg, SWE) Primer von zwdlf verschiedenen Housekeeping-Genen
an Maushirn-cDNA aus allen Hirnregionen sowohl in DOG4-infizierten als auch in PBS-
inokulierten Tieren getestet. Fur jeden der zwolf Primer wurden sechzehn 15-pL-
Reaktionen mit einem Input von je 10 ng cDNA durchgeflhrt. In jedes Well wurde zuerst
6,9 UL cDNA (10 ng) vorgelegt, ehe 7,5 pL 2x MasterMix und 0,6 pL des zu testenden
Primerpaares dazugeben wurde. Nach Abdeckung der Wells und kurzer Zentrifugation
wurde im gPCR-Cycler (Agilent Technologies) nach Takyon-Aktivierung bei 95 °C (3
min) ein Cycling-Programm aus 40 Zyklen, bestehend aus Denaturierung bei 95 °C (20
s), Primer-Anlagerung bei 60 °C (20 s) und Elongation bei 72 °C (20 s), sowie
anschlie3ender Dissoziationskurve (95 °C (60 s), 55 °C (30 s), 95 °C (30 s)) durchlaufen.

Nach Auswertung der Ergebnisse wurden mit Gapdh (Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase) und Pgkl (Phosphoglycerat-Kinase 1) zwei Enzyme der Glykolyse
sowie mit Actb (Actin-beta) ein Bestandteil des Zytoskeletts als die besten
Housekeeping-Gene ausgewahlt, da ihre Transkription unter Infektionsbedingungen im

Vergleich zur Kontrollgruppe die geringsten Abweichungen aufwies.

6.2.5.2 Primer-Effizienzbestimmung

Nach elektrophoretischer Kontrolle der mit den Primerpaaren fur Adm, Crlr, Ramp2,
Ramp3, Cldn5, Actb, Gapdh und Pgkl generierten Amplikons (Tab. 2) wurde die
Effizienz der Amplifikation mit den acht Primerpaaren bestimmt. Dazu wurde nach
Reverser Transkription von Maushirn-RNA in cDNA mit einer Konzentration von 50 ng
cDNA/L eine 1:5-Verdunnungsreihe Gber finf Stufen in E. coli-tRNA hergestellt, sodass
fur die 15 pL-gPCR-Reaktionen die Verdinnungsstufen 100 ng, 20 ng, 4 ng, 0,8 ng, 0,16
ng sowie eine Negativkontrolle angelegt wurden. Nach Vorlage von 1,5 pL Primer-Mix,
5,0 pL ddH2O und 7,5 pL Takyon MasterMix aus dem Takyon Low Rox SYBR 2 x
MasterMix blue dTTP gPCR Kit (Eurogentec) wurde 1 pL der cDNA-Verdinnung
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hinzugegeben. Nach kurzer Zentrifugation wurde das Cycling-Programm aus 6.2.4.7 im

gPCR-Cycler (Agilent Technologies) durchlaufen.

Zur Fehlerminimierung wurden die Werte aus drei Laufen gemittelt. Die
Gesamtauswertung ergab Effizienzen zwischen 99 und 106 %. Eine Ausnahme stellte

das Primerpaar fir Ramp2 mit einer Effizienz von 89 % dar (Tab. 3).

Tab. 2: Primer flr relative Quantifizierung

Ziel mMRNA Bezeichnung/ Amplikonlange Hersteller/ Katalog-
Nr.

Adm Mm_Adm_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen (Hilden, DE)
105 bp QT00249676

Cldn5 Mm_Cldn5_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen (Hilden, DE)
87 bp QT00254905

Crlr Mm_Calcrl_1 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen (Hilden, DE)
146 bp QT00128786

Ramp2 Mm_Ramp2_1 SG QuantiTect Primer Assay | Qiagen (Hilden, DE)
150 bp QT00161056

Ramp3 Mm_Ramp3_1 SG QuantiTect Primer Assay | Qiagen (Hilden, DE)
74 bp QT00118657

Actb Mm_Actb_2 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen (Hilden, DE)
77 bp QT01136772

Gapdh Mm_Gapdh_3_ SG QuantiTect Primer Assay | Qiagen (Hilden, DE)
144 bp QT01658692

Pgkl Mm_Pgkl 2 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen (Hilden, DE)
116 bp QT01780331

Abkirzungen: Actb, Actin beta; Adm, Adrenomedullin; Cldn5, Claudin 5; Crlr, Calcitonin receptor-like
receptor; Gapdh, Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; Pgkl, Phosphoglycerat-Kinase 1; Ramp,
Receptor activity-modifying protein.

Tab. 3: Primer-Effizienz

Primerpaar fur Regressionsgerade R? Effizienz
Adm y =-3,2591x + 30,391 0,9970 103 %
Crlr y =-3,2095x + 28,824 0,9971 105 %
Ramp?2 y =-3,6196x + 33,586 0,9949 89 %
Ramp3 y = -3,2646x + 27,043 0,9995 102 %
Cldn5 y =-3,353x + 26,027 0,9984 99 %
Actb y =-3,3375x + 20,875 0,9999 99 %
Gapdh y =-3,2851x + 19,795 0,9990 102 %
Pgkl y =-3,2748x + 22,830 0,9984 102 %

Abkirzungen: Actb, Actin beta; Adm, Adrenomedullin; Cldn5, Claudin 5; Crlr, Calcitonin receptor-like
receptor; Gapdh, Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; Pgkl, Phosphoglycerat-Kinase 1; Ramp,
Receptor activity-modifying protein; R? = Korrelationskoeffizient.
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6.2.5.3 Quantifizierung der Zieltranskripte mittels gPCR

Die Expression von Adm, Crlr, Ramp2, Ramp3 und Cldn5 wurde auf mRNA-Ebene mit
einer qPCR relativ zu der der oben aufgefiihrten Housekeeping Gene quantifiziert. Jedes
Zieltranskript  wurde je Hirnregion (Cortex, Kleinhirn, Hirnstamm  und
Diencephalon/Telencephalon ohne Cortex) und Krankheitsstadium (5 d. p. i., Score 2,
terminal und PBS) in vier biologischen Replikaten und als technisches Triplikat
amplifiziert. Ausnahmen waren die Kategorien Kleinhirn 5 d. p. i. mit n = 3 und Kleinhirn
terminal mit n = 1 biologischen Replikaten aufgrund mangelhafter RNA-Qualitat.
AulRerdem wurden Negativ-Kontrollen und ein IPC vorgesehen, der es ermdglichte,
Abweichungen zwischen den verschiedenen gPCR-Laufen anzupassen. Es wurden 15-
puL Reaktion angesetzt, indem Takyon MasterMix (Eurogentec) und der entsprechende
Primer-Mix mit einer finalen Konzentration von 300 nM (MP79/MP80) bzw. 1x (10xPrimer
Assays (Qiagen)) vorgelegt und dann jeweils 50 ng in cDNA umgeschriebene RNA
hinzugegeben wurde. Es wurde das Cycling-Programm aus 6.2.4.7 im gqPCR-Cycler
(Agilent Technologies) durchlaufen.

6.2.5.4 Auswertung der relativen Quantifizierung der Zieltranskripte

Fur die relative Quantifizierung von Adm, Ramp2, Ramp3, Crlr und Cldn5 der in der
gPCR gewonnenen Daten wurden die zugrundeliegenden Prinzipien und Berechnungen
nach Vandesompele angewandt [198]: Aus den Ct-Werten der drei Referenztranskripte
wurde fir jede cDNA-Probe das geometrische Mittel als Normalisierungsfaktor NF
gebildet. Der RQ-Wert (Veranderungsfaktor im Vergleich zum Calibrator) wurde fir jede

cDNA-Probe unter Einbeziehung der Primer-Effizienz E Uber die Formel

RQ = E®Ca—CaP)

RQ = Relative Quantifizierung; E = Effizienz; gCq = Mittelwert der Ct-Werte der biologischen
Replikate; CqP = crossing point (Ct-Wert der jeweiligen Probe)

berechnet und dann nach Division durch NF normalisiert. Nach Normalisierung wurde
die Expression der Zieltranskripte zu der in der PBS-inokulierten Gruppe in Relation
gesetzt. Zur Ermittlung von Unterschieden bei der Expression der Zieltranskripte
zwischen den Gruppen wurde zun&chst auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk und
Varianzhomogenitat nach Brown-Forsythe getestet. Dann folgte die Varianzanalyse mit

zweifaktorieller ANOVA und der entsprechende Posttest nach Tukey bzw. Dunnett.
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6.2.5.5 Korrelationsanalyse der relativ quantifizierten Zieltranskripte (Adm,
Ramp2 und Ramp3) mit Cldn5 bzw. Virusgenomaquivalenten

Es wurde eine Korrelationsanalyse fir die relativ quantifizierten mRNA-Transkripte
(NRQ; normalisierte relative Mengen) von Adm, Ramp2 und Ramp3 mit der Anzahl an
VG bzw. mit Cldn5 durchgefihrt. Daflr wurden zunéchst die Daten der gleichen RNA-
Proben gepaart und mit der ROUT-Methode Ausreil3er detektiert und ausgeschlossen.
Dabei wurden die Parameter so gewahlt (Q = 1 %), dass diese mit 99 %-iger Sicherheit
wirklich Ausreif3er sind [145]. Anschliel3end wurde die Normalverteilung der bereinigten
und logarithmisch transformierten Daten mit dem D’Agostino und Pearson-Test
bestatigt. Das Mall des Zusammenhangs wurde mit dem Pearson-
Korrelationskoeffizienten R? angegeben:

Ll — )y —¥)]
VG — 0220 — )2

r = Korrelationskoeffizient; x;, y; = Werte der Variablen x bzw. y; X, ¥ = arithmetisches Mittel

aller Werte von x bzw. y.

6.3 Histologische und immunhistochemische Methoden
6.3.1 Silanisierung der Objekttrager

Vor Verwendung von Objekttrdgern wurden diese mit Silanverbindungen beschichtet,
was die Haftung von Gewebeschnitten auf Glas optimiert. Dabei wurden die Objekttrager
in mit Spulmittel versetztem Leitungswasser 1 h gewaschen, dann das Spulmittel durch
mehrmaliges Waschen mit heiem und demineralisiertem Wasser entfernt. Nach 45-
minitigem Waschen mit 70 %-igem Isopropanol wurden die Objekttrager tGber Nacht
trocknen gelassen. Daraufhin erfolgte die Beschichtung mit TESAP (3-(Triethoxysilyl)-
propylamin)) durch Eintauchen in 2-%-iges TESAP in Aceton (30 s), zweimal in reines
Aceton (30 s) und zweimal in demineralisiertes Wasser (5 min). Abschliel3end wurden
die Objekttrager fur 2 — 3 him 42 °C warmen Inkubationsschrank Heraeus Function Line

(Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA) getrocknet.

6.3.2 Gewebeschnitte

Die in Paraffin eingebetteten Hirne wurden am Mikrotom HM325 (Thermo Fisher) frontal
in 7 pm-dicke Scheiben geschnitten. Je vier aufeinanderfolgende Schnitte wurden bis
zur vollstdndigen Entfaltung und Glattung auf einer 42 °C warmen Wasseroberflache aus
zuvor entgastem Analysewasser im Auffangbecken belassen. AnschlieBRend wurden

diese auf einen silanisierten Objekttréager aufgezogen und zum Trocknen fir mindestens
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1 h auf eine 40 °C warme Heizplatte (Medax, Neumunster, DE) gelegt. Uber Nacht wurde
im Inkubationsschrank (Thermo Electron Corporation) bei 60 °C die endglltige
Trocknung und Anhaftung des Gewebes auf dem Objekttrager erzielt. Fur die
Anfertigung von Ubersichtsfarbungen erhielten jeder erste und zehnte Objekttrager einer

Schnittserie immer nur einen Gewebeschnitt.

6.3.3 Auswahl relevanter Bereiche im Maushirn

Als Grundlage fiir die exakte Lokalisation der zu untersuchenden Hirnbereiche dient der
Maushirn-Atlas ,The Mouse brain in stereotaxic coordinates [155]. Im Motorcortex steht
der M1-Bereich in den Bereichen nach Bregma 0,02 mm —-0.94 mm bzw. Interaural 3,82
mm — 2,86 mm im Fokus der Analyse, da dort die Neurone fiir die motorische Versorgung
des M. gastrocnemius lokalisiert sind und tber deren Axone das RABV bei der i. m.-
Inokulation und Infektion der a-Motoneurone des Rickenmarks direkten Zugang ins ZNS
erhalt [6, 123]. Dartber hinaus dient innerhalb dieser Ebenen der S2-Bereich
(sensorischer Assoziationscortex) als Negativkontrolle. Im Kleinhirn sollen die Bereiche
nach Bregma -5,88 mm — -6,48 mm bzw. Interaural -2,08 mm — -2,68 mm untersucht
werden, in denen die Kerngebiete des Kleinhirns — unterteilt in laterales, intermediares
und mediales Kerngebiet — liegen. AulRerdem wurde der Bereich ,4&5Cb‘ der

Kleinhirnrinde als Region fir die Untersuchungen im Kleinhirn festgelegt (Abb. 3, 4).

Bregma 4 0

N

o} | : hﬂvé/,\/Jh

1 A e A A It -

8 6 4 2 0 -9 il
Interaural

Abb. 3: Uberblick iiber die relevanten Maushirn-Ebenen.

Das Maushirn ist sagittal angeschnitten. Die dunkelgraue Bande zeigt die relevanten Ebenen im Citx
(Bregma 0,02 mm — -0,94 mm bzw. Interaural 3,82 mm — 2,86), die hellgraue Bande die relevanten Ebenen
im Cb (Bregma -5,88 mm — -6,48 mm bzw. Interaural -2,08 mm — -2,68 mm). Basierend auf [149].
Abkirzungen: Cb, Cerebellum/Kleinhirn; Ctx, Cortex.
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Abb. 4: Relevante Bereiche im Cortex und Kleinhirn.

A Relevante Bereiche im Ctx: Das Maushirn ist frontal angeschnitten. +, RABV-positive Bereiche; -, RABV-
negative Bereiche. Aus dem M1-Bereich projizieren die dort lokalisierten Neurone ihre Axone zu
Motoneuronen des Rickenmarks, die den M. gastrocnemius innervieren und nach i. m.-Inokulation als
Eintrittspforte des RABV dienen. Der S2-Bereich dient als Negativkontrolle, da dort immunhistochemisch
kein RABV nachgewiesen werden konnte. B Relevante Bereiche im Cb: Das Maushirn ist frontal
angeschnitten. +, RABV-positive Bereiche; -, RABV-negative Bereiche. Im Cb sind in den Bregma-Ebenen
-5,88 mm - -6,48 mm je nach Ebene zwei bis drei Kerngebiete (Lat, Int, Med) vorhanden. Die Region
,4&5Cb* der CbCtx wird ebenfalls untersucht. In all den relevanten Bereichen kdnnen sowohl RABV-positive
als auch -negative Bereiche liegen, was bei der spateren Auswertung genauer differenziert wurde.
Basierend auf [149].

Abkirzungen: Cb, Cerebellum/Kleinhirn; CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; Ctx, Cortex; Int,
Intermediares Kerngebiet; Med, Mediales Kerngebiet; Lat, Laterales Kerngebiet; RABV, Rabiesvirus.
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6.3.4 Ubersichtsfarbung zur Fotolokalisierung

Es wurden Giemsa-Ubersichtsfarbungen angefertigt, um die Maushirnschnitte mit dem
Maushirn-Atlas der entsprechenden Ebene zuordnen zu kénnen. Die Giemsa-Farbung
basiert auf einer Azur-Eosin-Methylenblau-Farbstoffkombination und stellt Zellkerne blau
und Fasern pink-violett dar. Die Giemsa-Losung wurde angesetzt, indem 20 mL der
Stammlésung (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE) in 180 mL Analyse-Wasser filtriert
wurden (1:10-Verdinnung). Essigsaure-Wasser wurde durch Zugabe von 4 — 5 Tropfen
konzentrierter Essigsaure in 200 mL Analyse-Wasser hergestellt und diente der
Rottondifferenzierung, Blautdone wurden in 96 %-igem Isopropanol differenziert. Die
Entparaffinierung wurde durch Uberfiihren der Schnitte in Xylol (2 x 5 min) und die
Rehydrierung durch eine absteigende Alkoholreihe (100 % fir 2 x 5 min, 96 %, 90 %, 80
% und 70 % Isopropanol fir 5 min) bis ins Analyse-Wasser (5 min) gewahrleistet.
Daraufhin folgte die Farbung in Giemsa-Losung fur 60 min, ehe die Farbton-
Differenzierung in Essigsaure-Wasser fur 30 s erfolgte. Nach Dehydrierung in 96 %
Isopropanol fir 30 s und dreimal in 100 % Isopropanol (30 s, 2 min, 5 min) mit
anschlieRender Uberfihrung in Xylol (3 x 5 min), wurden die gefarbten Schnitte mit

Depex eingedeckelt und mehrere Tage ausharten gelassen.

6.3.5 Immunhistochemische DAB/Nickel-Farbung

Mithilfe von IHC-Farbungen lassen sich protonierte Zielstrukturen qualitativ im Gewebe
nachweisen. Dabei wird nach dem ABC-System ein spezifischer Antikbrper auf den
Gewebeschnitt gegeben, der eine Zielstruktur (Antigen) bindet. Dann lasst man einen
gegen die Herkunftspezies der Priméarantikdrper gerichteten biotinylierten
Sekundarantikdrper aus einer anderen Spezies an den Primarantikérper binden.
Schlie8lich wird durch die Kopplung einer im Komplex mit Avidin vorliegenden
biotinylierten Peroxidase an den Sekund&rantikdrper das zunachst farblose DAB
(Diaminobenzidin) am Sekundarantikdrper oxidieren, was durch die Prasenz von Nickel

als schwarzes Signal auf dem Gewebe sichtbar wird.

Nach Entparaffinierung der Schnitte in Xylol (dreimal) und in 100 %-igem Isopropanol fur
je 10 min erfolgte die Deaktivierung der endogenen Gewebe-Peroxidasen durch
Inkubation in einer 0,15 %-igen Wasserstoffperoxid-Losung in 100 %-igem Methanol fur
30 min. Danach wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe mit 100 %
Isopropanol (10 min), 96 %, 80 % und 70 % Isopropanol (je 5 min) und Waschen der
Objekttrager in Analyse-Wasser (2 x 5 min) rehydriert. Dann wurden die Schnitte in
Natriumcitratpuffer (pH 6), der zuvor aus 54 mL Zitronensaure (0,1 M), 246 mL

Natriumcitrat (0,1 M) und 2700 mL Analyse-Wasser hergestellt und einmal aufgekocht
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wurde, bei 92 — 95 °C fiir 10 min gekocht. Dieser Schritt dient der Denaturierung von
Proteinen und Zellbestandteilen. Prinzipiell werden dadurch Antigene demaskiert, die
zuvor wahrend der Fixierung mdoglicherweise miteinander Quervernetzungen
ausbildeten, und Antikérperbindungsstellen freigegeben. Die Objekttrager wurden
anschlie3end trockengesaugt und die einzelnen Schnitte mit einem PAP-Pen umkreist,
was eine wasserabweisende Barriere schafft, um aufgetropfte Reagenzien nur auf dem
entsprechenden Schnitt einwirken zu lassen. Die Objekttrager wurden in 5 %-igem
BSA/PBS (Bovines Serumalbumin in 50 mM PBS-Puffer) fur 30 min bei RT in einer
Standkuvette zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen auf Gewebe und Glas
inkubiert, dann fir 5 min in 1 %-iges BSA/PBS bei RT Uberfuhrt. PBS wurde zuvor aus
6,55 g NaH,PO, (9,5 mM), 36,05 g Na:HPO, (40,5 mM) und 45,00 g NaCl (153 mM)
hergestellt. Den Salzen wurde 4,5 L Analyse-Wasser zugegeben, alle Bestandteile auf
dem Magnetruhrer gel6st und der pH 7,45 durch Zugabe einiger Tropfen konzentrierter
NaOH hergestellt, bevor mit Analyse-Wasser auf 5 L aufgeflllt wurde. Der
darauffolgende Avidin-Biotin-Block mit dem Avidin/Biotin Blocking Kit (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) dient der Abséattigung des im Gewebe in grof3en
Mengen vorhandenen endogenen Biotins, was beim spateren Einsatz biotinylierter
Peroxidase im Komplex mit Streptavidin fir unspezifische Bindungen sorgen wirde.
Dafiir wurde 30 %-iges Avidin in PBS auf die Schnitte getropft und diese fir 20 min bei
RT in feuchten Kammern (mit Analyse-Wasser befeuchtet zum Schutz vor Austrocknung
der Schnitte und Verdunstung der Reagenzienlésungen) inkubiert. Nach Abspllen der
Objekttrager mit Analyse-Wasser wurden die Objekttrager wieder in 1 %-iges BSA/PBS
Uberfiihrt, was ein Austrocknen der Schnitte verhindert und zum leichteren Auftragen
von Losungen deren Oberflachenspannung herabsetzt. Als nachstes wurde 30 %-iges
Biotin (in 1 %-igem BSA/PBS) aufgetragen und in den feuchten Kammern fiir 20 min bei
RT inkubiert, was zur Bindung von Biotin an eventuell aus dem vorhergehenden Schritt
noch vorhandenem Avidin fihrte und dieses neutralisierte. Nach Uberfiihren der
Objekttrager in Analyse-Wasser und danach in 1 %-iges BSA/PBS wurden die
Primarantikdrper (Tab. 4) in Arbeitsverdiinnung (verdinnt in frischem 1 %-igem
BSA/PBS) aufgetropft und die Objekttrager in den feuchten Kammern tGber Nacht bei 16
°C und anschlieend 2 h bei 37 °C im Inkubator KB-53 (WTC Binder Labortechnik,
Reiskirchen, DE) inkubiert. Nach Abspilen der Primarantikdrper mit Analyse-Wasser
wurden die Schnitte in Analyse-Wasser (3 x 5 min) und PBS (10 min) gewaschen und in
0,5 %-iges BSA/PBS iberfuhrt. Dann wurden die biotinylierten Sekund&rantikdrper
(Tab. 5) in Arbeitsverdiunnung (in 1 %-igem BSA/PBS) aufgetropft und fur 45 min bei 37
°C in den feuchten Kammern inkubiert. Die Sekundarantikorper richteten sich jeweils

gegen die Donorspezies des Primarantikorpers. Nach erneuten Waschschritten erfolgte
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die Behandlung mit dem AB-Komplex Vectastain Elite ABC-Kit (Vector Laboratories),
der Avidin und biotinmarkierte Peroxidase in einem Komplex vereint und der an den
biotinylierten Sekundarantikdrper binden kann. Dieser weist mehrere Biotine auf, was zu
einer Signalverstarkung fuhrt. Je Milliliter 1 %-iges BSA/PBS wurden 20 L der Lésung
A und 20 pL der Lésung B gegeben und der Ansatz 30 min bei RT vorinkubiert, sodass
nach dem stéchiometrischem Verhaltnis der beiden Komponenten méglichst drei der vier
Bindungsstellen am Avidin mit biotinylierter Peroxidase besetzt wurden und noch eine
Bindungsstelle frei blieb, die dann mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper interagieren
konnte. Es schlossen sich die Inkubation der Schnitte in den feuchten Kammern bei 37
°C fur 30 min und erneut die Waschschritte an. Im néchsten Schritt wurde die
DAB/Nickel-Farbung durchgefihrt: Zunéchst wurden 100 mg DAB und 600 mg Nickel
unter Ruhren zu 800 mL PBS gegeben. Nach Filtration der DAB/Nickel-Losung in ein
lichtgeschiitztes GefalR wurden die Objekttrager unter standigem Rihren in die Lésung
gegeben und 5 min vorinkubiert. Die Zugabe von 112 uL Wasserstoffperoxid startete die
Farbreaktion. Nach achtminiitiger Inkubation wurde die Reaktion durch Uberfiihrung der
Objekttrager in Analyse-Wasser gestoppt und die Objekttrager in Analyse-Wasser (3 x
5 min) gewaschen. Um eine bessere Zuordnung der Signale zu verschiedenen
Hirnstrukturen zu schaffen, wurden die Schnitte mit Methylgriin gegengefarbt, was die
Zellkerne in einem leichten Grunton hervorhebt. Dazu wurden die Schnitte mit der
Methylgrin-Arbeitslésung betropft und nach 4 min mit demineralisiertem Wasser fiir ca.
30 s abgesplilt. Es folgte eine Entwasserung in 100 %-igem Isopropanol (5 min) und
Xylol (3 x 5 min). Die Schnitte wurden mit Depex eingedeckelt und mehrere Tage bei RT

ausharten gelassen.
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Tab. 4: Priméarantikorper fur IHC DAB/Nickel- und Doppelimmunfluoreszenzfarbung

Ziel des Erlauterung Donor- | Arbeits- Hersteller/ Katalog-Nr.
Priméar- spezies ver-
AK dinnung
ADM Adrenomedullin rb 1:250 Cloud-Clone Corporation
(DAB, (Houston, TX, USA)/
DF) PAA220Mu01
ALB Albumin, Serumeiweil3, rb 1:8000 | Dako (Glostrup, DNK)/
Marker fur interzellularen (DAB, A001
Transport DF)
CALB1 | Calbinin, Purkinje-Zell- ms 1:300 Sigma-Aldrich (St. Louis,
Marker (DF) MO, USA)/ C9848
CD3 Cluster of Differentiation 3 rb 1:2500 | Dako (Glostrup, DNK)/
(T-Zell-Marker) (DAB) A452
CLDN5 | Claudin 5, Bestandteil von rb 1:10 Bioss Antibodies
Tight Junctions (DF) (Woburn, MA, USA)/
bs-1553R
GFAP Saures Gliafaser-Protein ap 1:300 Progen (Heidelberg, DE)/
(Glial fibrilliary acidic (DF) GP 52
protein), Astrozyten-Marker
ICAM1 Interzellulares gt 1:100 R&D Systems
Adhéasionsmolekl (DAB, (Minneapolis, MN, USA)/
(Intercellular adhesion DF) AF796
molecule) 1, Marker fiir
aktivierte Endothelzellen
RAMP2 | Korezeptor fir ADM rb 1:1000 | Bioss Antibodies
(Receptor Activity- (DAB, (Woburn, MA, USA)/
modifying protein) 2 DF) bs-11971R
RNMAS | RABV-Nukleoprotein ms 1:250 Dietzschold, Thomas
(DF) Jefferson University
Philadelphia, PA, USA
RNP RABYV Ribonukleoprotein- rb 1:3000 | Dietzschold, Thomas
Komplex (DAB) Jefferson University
Philadelphia, PA, USA
VGLUT1 | Vesikularer ap 1:600 Jeff Erickson (New
Glutamattransporter (DF) Orleans, LA, USA)
(Vesicular glutamate
transporter) 1, pBNPI,
Marker fur glutamaterge
Prasynapsen, Kornerzell-
Marker
VGLUT2 | Vesikularer ap 1:600 Jeff Erickson (New
Glutamattransporter (DF) Orleans, LA, USA)
(Vesicular glutamate
transporter) 2, DNPI,
Marker fur glutamaterge
Prasynapsen,
Kleinhirnkerngebiet-Marker

Abkirzungen: AK, Antikdrper; DAB, IHC DAB/Nickel-Farbung; DF, Doppelimmunfluoreszenzfarbung, gp,

Meerschweinchen; gt, Ziege; ms, Maus; RABV, Rabiesvirus; rb, Kaninchen.
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Tab. 5: Biotinylierte Sekundarantikorper fir IHC DAB/Nickel- und Doppelimmunfluoreszenzfarbung

Biotinylierte Donor- Arbeits- Hersteller/ Katalog-Nr.
Sekundéarantikdrper | spezies | verdinnung

do-anti-gp-1gG do 1:200 Dianova (Hamburg, DE)/ 706-065-148
do-anti-gt-lgG do 1:200 Dianova (Hamburg, DE)/ 705-065-147
do-anti-ms-IgG do 1:200 Dianova (Hamburg, DE)/ 715-065-151
do-anti-rb-IgG do 1:200 Dianova (Hamburg, DE)/ 711-065-152

Abkirzungen: do, Esel; gp, Meerschweinchen; gt, Ziege; ms, Maus; rb, Kaninchen.

6.3.6 Immunfluoreszenzfarbung gegen zwei Antigene

Die Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen zwei Antigene in Kombination mit der
Verwendung von zwei Fluoreszenzfarbstoffen ermdglicht eine Komarkierung von zwei
Antigenen je Gewebeschnitt, sodass eine bessere Zuordnung eines gesuchten Antigens
zu bestimmten Zelltypen oder Strukturen getroffen werden kann.

Die Methode wies bis zum Auftropfen des Primarantikérpers (Tab. 4) das gleiche
Vorgehen wie die Einfachmarkierung in der IHC DAB/Nickel-Farbung auf. Die Inkubation
erfolgte hierbei allerdings direkt mit zwei Priméarantikbrpern pro Gewebeschnitt, die zuvor
als Mix in Arbeitsverdiinnungen zusammenpipettiert wurden. Dabei ist es wichtig, dass
die zwei verwendeten Primarantikbrper aus zwei verschiedenen Donorspezies
stammen, sodass nachfolgend der eine Primarantikbrper mit einem biotinylierten
Sekundarantikérper (Tab. 5) und der andere Primarantikbrper mit einem

direktmarkierten Cy3-Sekundarantikorper (Tab. 6) detektiert werden kann.

Nach Auftragen der Primarantikorper auf die Schnitte wurden diese Uber Nacht bei
16 °C und am nachsten Morgen nach automatischem Aufheizen des Inkubators KB-53
(WTC Binder Labortechnik) bei 37 °C fir 2 h inkubiert. Nach den Waschschritten (s. 0.)
und Uberfahrung in 0,5 %-iges BSA/PBS wurde der biotinylierte Sekundarantikérper fir
Antigen 1 in einer 1:200-Arbeitsverdiinnung aufgetragen und die Schnitte 45 min bei 37
°C inkubiert. Es folgten wieder Waschschritte und ein zuséatzlicher Inkubationsschritt. Bei
diesem wurden die Schnitte mit einem Mix aus fluoreszenzmarkiertem Streptavidin
Alexa Fluor A488 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA,; Bestell-Nr. S11223), das an die
gegen Antigen 1 gerichteten biotinylierten Sekundarantikbrper bindet, und
direktmarkiertem Sekundarantikorper (Cy3) fur die Bindung an den gegen das Antigen
2 gerichteten Priméarantikdrper, je in einer 1:200-Arbeitsverdiinnung, versehen und die
Schnitte fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Das fluoreszenzmarkierte Streptavidin bindet an den
biotinylierten Sekundarantikorper, sodass dieser durch ein grin-fluoreszierendes Signal

detektierbar wird. Der direktmarkierte Sekundarantikdrper, der nun gegen die
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Donorspezies des zweiten Primarantikérpers gerichtet ist, zeigt ein rot-fluoreszierendes
Signal unter dem Epifluoreszenzmikroskop. Dann wurden die Schnitte noch einmal
gewaschen und mit FluorCare Roti-Mount Reagenz eingedeckelt. Die Aushartung und

Lagerung erfolgte bei RT unter lichtgeschiitzten Bedingungen.

Tab. 6: Direktmarkierte Sekundarantikérper (Cy3) fur Doppelimmunfluoreszenzfarbung

Cy3-konjugierter Donor- Arbeits- Hersteller/ Katalog-Nr.
Sekundarantikérper | spezies | verdlinnung
do-anti-gp-1gG do 1:200 Dianova (Hamburg, DE)/ 706-165-148
do-anti-gt-lgG do 1:200 Dianova (Hamburg, DE)/ 706-165-147
do-anti-ms-1gG do 1:200 Dianova (Hamburg, DE)/ 715-165-151
do-anti-rb-1gG do 1:200 Dianova (Hamburg, DE)/ 711-165-152

Abkirzungen: do, Esel; gp, Meerschweinchen; gt, Ziege; ms, Maus; rb, Kaninchen.

6.3.7 Tyramid-Verstarkung

Die Signal-Verstarkung nach der Tyramid-Methode wurde mit dem Tyramid Signal
Amplification (TSA)-Kit (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) bei der Farbung des anti-
RAMP2-Antikdrpers durchgefiihrt, da Testfarbungen kaum erkennbare Signale bei
starker unspezifischer Hintergrundfarbung zeigten. Das Prinzip der Methode basiert auf
der Katalyse eines Peroxidase-markierten Antikbrpers, der an den Antigenen
fluorochromiertes Tyramid akkumuliert und damit zur Signalverstarkung fiihrt. Damit
konnte die Antikorper-Arbeitsverdiinnung um ein Vielfaches verdinnt, unspezifische
Hintergrundfarbung deutlich schwacher und schwache Signale starker zum Vorschein

gebracht werden.

Die Tyramid-Verstarkung schloss sich im Protokollablauf der IHC DAB/Nickel- bzw.
Doppelimmunfluoreszenzfarbung nach Inkubation mit dem AB-Komplex an. Nachdem
die Schnitte 5 min in Analyse-Wasser gewaschen wurden, wurden sie in TN-Puffer,
angesetzt aus 60 mL NaCl (5 M), 100 mL TRIS/HCI (2 M) und 1840 mL Analyse-Wasser,
3 x 5 min gewaschen. Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit biotinyliertem Tyramid
(zuvor mit TN-Puffer zu einer 1:50-Arbeitslésung verdinnt) fir 10 min bei RT. Nach
erneutem Waschen in TN-Puffer (2 x 5 min), Analyse-Wasser (5 min) und PBS (10 min)
sowie Uberfithren der Schnitte in 0,5 %-iges BSA/PBS schloss sich eine erneute
Inkubation mit dem zuvor 30 min bei RT vorinkubierten AB-Komplex an. Das weitere
Vorgehen entsprach dem Protokoll der IHC DAB/Nickel- bzw.

Doppelimmunfluoreszenzfarbung.
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6.3.8 Proteinase K-Verdau

Zur weiteren Optimierung der RAMP2-Farbung wurden diese Schnitte zusatzlich einem
leichten Proteinase K-Verdau unterzogen. Proteinase K baut Proteine jeglicher Form ab
und kann dadurch die Zuganglichkeit von Antigenen im Gewebe fir ihre Antikorper

verbessern.

Der Verdau wurde unmittelbar an die Antigendemaskierung in Natriumcitratpuffer
angeschlossen. Nach Herstellung des 10 x Proteinase K-Puffers (1 M TRIS/ 0,5 M
EDTA) durch Losen von 242,2 g TRIS in 800 mL Analyse-Wasser und Zugabe von
324,24 g EDTA sowie Auffullen mit Analyse-Wasser auf 1600 mL wurde auf pH 8 mit
37 %-iger Salzsaure eingestellt. Die Losung wurde auf 2 L aufgefillt, filtriert und zu
50 mL-Aliquots bei -20 °C gelagert. Aus 50 mL Proteinase K-Puffer, 500 pL Proteinase
K-Stocklésung (10 mg/mL) und 449,5 mL Analyse-Wasser wurde die Proteinase K-
Arbeitslosung (10 pg/mL) angesetzt, die nach Waschen der Schnitte in Analyse-Wasser
(10 min) auf die Schnitte pipettiert wurde. Nachdem die Objekttrager fir 5 min auf eine
37 °C warme Heizplatte gelegt wurden, wurde die Reaktion nach Spiilen in PBS durch
eine 5-minltige Inkubation in 0,2 %-igem Glycin (1 g Glycin in 500 mL PBS) gestoppt
und nochmals in PBS gewaschen (5 min). AnschlieRend erfolgte die Nachfixierung
mittels Inkubation in 4 %-igem Paraformaldehyd (PFA) bei 4 °C (10 min). Die PFA-
Ldsung wurde angesetzt, indem 60 g 100 %-iges PFA in 750 mL PBS auf einem
Heizplattenrthrer auf 50 — 55 °C erwarmt und unter Rihren tropfenweise konzentriertes
NaOH hinzugegeben wurde, bis die Lésung klar war, bevor auf 1,5 L mit PBS aufgefullt
wurde, das Gefald mit Parafilm verschlossen und in einem kalten Wasserbad abgekiihlt
wurde. Mit konzentrierter Salzsaure wurde auf pH 7,3 — 7,4 eingestellt. Die Lésung wurde
filtriert und bei 4 °C gelagert. Zum Schluss wurden die Schnitte in PBS gewaschen (3 x
5 min) und nach dem Protokoll der IHC DAB/Nickel-  bzw.

Doppelimmunfluoreszenzfarbung weiterverfahren.

6.3.9 Auswertung der IHC und Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

Die immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte wurden mit den Mikroskopen
Olympus AX70 und Olympus BX53 beurteilt und die ROI (Regions of interest) mit der
Kamera Olympus UC90 in 40- bzw. 60-facher Vergrofierung und mit dem Programm
cellSens (Olympus Corporation, Tokio, JPN) unter einheitlichen Einstellungen

fotografiert.

Von den Farbungen gegen RABV RNP (Ribonukleoprotein) und CD3 (T-Zellmarker)

wurden jeweils auch Scans des gesamten Schnitts in 10-facher Vergrof3erung mit dem
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Scanning Mikroskop Leica Dm6000B (Leica Camera AG, Wetzlar, DE) angefertigt, mit
der Kamera Leica DFC310FX fotografiert und eine Farbmarkierung der RABV-Signale
in Fjii [172] sowie Markierung der CD3-Signale in Photoshop (Adobe Systems, San Jose,
CA, USA) vorgenommen, ehe die Bildebene der letzteren Markierung tUber die RABV
RNP-Schnitte gelegt wurde, sodass eine qualitative Analyse der raumlichen Relation
beider Antikdrper ermdglicht wurde. Eine manuelle Auszahlung der CD3* Zellen erfolgte
im Ubrigen auch nach Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit Komarkierung von ICAM1

zur Kategorisierung in intra-/juxta- und extravasale Zellen.

Die Doppelimmunfluoreszenzfarbung wurde am konfokalen Laser Scanning System C2
(Nikon Corporation, Tokio, JPN) in Verbindung mit einem Inversmikroskop (Eclipse Ti2;
Nikon) unter Verwendung eines 60x-Ol-lmmersionsobjektivs und dem Programm NIS-
Elements AR 4.30.01 (Nikon) unter standardisierten Einstellungen gescannt.

Die Gewinnung der Bildinformationen erfolgte fir beide Farbemethoden mit Fiji und
Photoshop, indem die qualitativen und quantitativen Informationen der Antikdrper-
Signale (z. B. Flachen, raumliche N&he zu Nachbarstrukturen, Grauwerte) unter
anderem mit programmierten Macros (siehe Anhang 12.1) je nach Fragestellung
generiert wurden. Die statistische Auswertung und Aufarbeitung der Rohdaten erfolgte
dann in Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) und Prism 9 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

Nach Berechnung der Mittelwerte und des Standardfehlers (SEM, standard error of the

mean)

_sp
SEM—\/H

(SD = Standardabweichung der Messwerte; n = Anzahl der Stichproben)

zur Analyse der Streuung der Mittelwerte wurden prinzipiell nach der ROUT-Methode
Ausreil3er ermittelt und ausgeschlossen. AnschlieRend wurden die bereinigten Daten mit
dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung Uberprift. Bei Vorliegen einer
Normalverteilung wurde zur Varianzanalyse zwischen den Gruppen eine ordinary
ANOVA bzw. bei Varianzheterogenitat ein Brown-Forsythe-Test oder alternativ nach F-
Test ein ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur (Welch-ANOVA) angeschlossen.
Aufgrund der Durchfiihrung multipler Vergleiche zwischen den Gruppen wurde das

Signifikanzniveau (p-Wert) entsprechend [92] angepasst.

Im Falle von Varianzhomogenitat und signifikanten Abweichungen der Mittelwerte in der
ANOVA wurden die Gruppen mit den entsprechenden Posttests fur Mehrfachvergleiche
paarweise gepriift (nach Tukey, Dunnett bzw. Sidak). Bei Varianzheterogenitét wurde

ein Dunnett-T3-Posttest angeschlossen.
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War der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung bei mindestens einer Gruppe negativ,
wurde eine Rangvarianzanalyse nach Kruskal-Wallis durchgefihrt. Bei Signifikanz

dieses Tests folgte auch hier der entsprechende Posttest zur Prifung signifikanter

Gruppenunterschiede nach Dunn.

6.4 Materialien

Tab. 7: Reaktions-Kits

Kit

Hersteller/ Katalog-Nr.

Affinity Script Multiple Temperature Reverse
Transcriptase Kit

Agilent Technologies (Waldbronn, DE)/
200436

Avidin/Biotin Blocking Kit

Vector Laboratories (Burlingame, USA)/ SP-
2001

KAPA2G Fast 2 x ReadyMix with Dye PCR
Kit

PEQLAB (Erlangen, DE)/ 07-KK5101-02

Mouse Endogenous Control Gene Panel Kit

Tataa Biocenter AB (Goteborg, SWE)/ A102

PCR Clean-up Gel Extraction NucleoSpin
Extract Il Kit

Macherey-Nagel (Duren, DE)/ 740609.250

RNase-Free DNase Set

Qiagen (Hilden, DE)/ 79254

RNeasy Mini Kit

Qiagen (Hilden, DE)/ 74106

Takyon Low ROX SYRBR 2 x MasterMix
blue dTTP gPCR Kit

Eurogentec (Luttich, BEL)/ UF-LSMT-B0701

TSA Kit

PerkinElmer (Waltham, USA)/ SAT700001EA

Vectastain Elite ABC Kit

Vector Laboratories (Burlingame, USA)/ PK-
6100

Tab. 8: Gerate

Gerét und Bezeichnung

Hersteller

Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies (Waldbronn, DE)

Gelelektrophorese Apparatur PEGLAB 40-
0708

PEQLAB (Erlangen, DE)

Gelelektrophorese Power Supply EPS 200

Pharmacia Biotech (Uppsala, SWE)

Gewebe-Einbettautomat Tissue-Tek

VOGEL Medizinische Technik und Elektronik
(Giel3en, DE)

Heizplatte WT-13

Medax (Neumunster, DE)

Induktionskochplatte

Alaska E.k. (Viernheim, DE)

Inkubationsschrank (60 °C und 42 °C)
Heraeus Function Line

Thermo Electron Corporation (Waltham,
USA)

Inkubationsschrank (37°C/16°C) KB-53

WTC Binder Labortechnik (Reiskirchen, DE)
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Kamera fiir Nikon-Mikroskop DS-Fi3

Nikon (Tokio, JPN)

Kamera fiir Olympus-Mikroskope UC90

Olympus (Tokio, JPN)

Kamera fur Scanning Mikroskop Leica
DFC310FX

Leica Camera AG (Wetzlar, DE)

Konfokalmikroskop (Lasermikroskop) Nikon
Eclipse Ti

Nikon (Tokio, JPN)

Laborschiittler Duomax 2030

Heidolph Instruments (Schwabach, DE)

Magnetriihrer MR3001

Heidolph Instruments (Schwabach, DE)

Mikroskop (Hellfeld) Olympus AX70 und
BX53

Olympus (Tokio, JPN)

Mikrotom (Rotationsmikrotom) Microm HM
325

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Mikrowelle

LG Electronics (Seoul, KOR)

PCR-Cycler PTC-200 Peltier Thermal Cycler

MJ Research (Waltham, USA)

PCR-Workstation Ultraviolet Sterilizing PCR
Workstation

PEQLAB (Erlangen, DE)

pH-Meter FiveEasy

Mettler Toledo (Giel3en, DE)

Prazisions-Waage Pioneer PX

Ohaus Corporation (Parsippany, USA)

Real-Time-PCR-Cycler Stratagene Mx3005P

Agilent Technologies (Waldbronn, DE)

Reinstwasseranlage TKA X-CAD

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Scanning Mikroskop Leica Dm6000B

Leica Camera AG (Wetzlar, DE)

Spektrometer Nanodrop 2000c

PEQLAB (Erlangen, DE)

Taumler MAX2030

Heidolph Instruments (Schwabach, DE)

UV-Photospektrometer Gel Documentation
E-BOX VX2

PEGLAB (Erlangen, DE)

Vakuumpumpe ME2

Vacuubrand (Wertheim, DE)

Vakuumsauger Miniport

KNF Neuberger (Freiburg, DE)

Vortexer VF2

Janke und Kunkel IKA-Labortechnik
(Staufen, DE)

Vortexer fur Bioanalyzer-Chips IKA MS2

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Waage PT310

Sartorius (Géttingen, DE)

Wasserbad

GFL (Burgwedel, DE)

Zentrifuge, gekunhlt, fur Eppendorf-Cups
Biofuge fresco

Heraeus GmbH (Hanau, DE)

Zentrifuge fur Eppendorf-Cups Heraeus Pico
17

Thermo Electron Corporation (Waltham,
USA)

Zentrifuge fur qPCR-Platten Perfect Spin P

PEQLAB (Erlangen, DE)
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Tab. 9: Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller/ Katalog-Nr.

Aceton Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 7328.2

Agarose Invitrogen Life Technologies (Carlsbad,
USA)/ 15510-027

Borsaure KMF Laborchemie Handels GmbH(Lohmar,

DE)/ KMF.08-146

BSA (Bovines Serumalbumin, ,Albumin
Fraktion V*)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 8076.3

DAB (3,3-Diaminobenzidin)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)/ D5637-5G

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NazHPO4 x H20)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 4984.1

DNA-Leiter (100 bp-Marker) Gene Ruler

Fermentas/ ThermoFisher Scientific
(Waltham, USA)/ SM0241

EDTA 0,5M

VWR Prolabo Chemicals International GmbH
(Darmstadt, DE)/ 20296.291

Essigsaure (Eisessig, CHsCOOH, wasserfrei)

Merck KGaA (Darmstadt, DE)/ 1.00063.2511

Essigsaure (CHz)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 3738.4

Eukitt Quick-hardening mounting medium
(Eindeckmedium)

Sigma-Aldrich(St. Louis, USA)/ 03989

FluorCare Roti-Mount (Eindeckmedium fir
Fluoreszenzmikroskopie)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ HP19.1

Formaldehydlésung 37 %

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 4979.1

GelRed Nucleic Acid Stain ( Biotrend
Chemikalien 41003)

Fisher Scientific (Schwerte, DE)/ 10170625

Giemsa-Stammldsung

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ T862.3

Glycin

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 3908.2

HCI (37 %)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 4625.1

H202 (30 %)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 8070.2

Isofluran

Webster Veterinary Supply, Inc (Devens,
USA)/ 1-800-225-7911

Isopropanol (99,5 %)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 9866.4

Kupferacetat

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 8625.2

Methanol

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 4627.5

Methylgriin-Farbstoff

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 5159.1

NaCl5M

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 35256

NaOH

Honeywell Riedel-de Haen AG (Seelze, DE)/
35256

Natriumcitrat 0,1M (tri-Natriumcitrat-Dihydrat)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 3580.3
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Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
(NaH2PO4 x H20)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ K300.1

Nickel (Ammonium-Nickel-Sulfat)

Sigma-Aldrich (Schnelldorf, DE)/ 09885-
250G

Orange DNA Loading Dye 6x

Fermentas/ ThermoFisher Scientific
(Waltham, USA)/ R0631

Paraffin Vogel Histo-Comp (Giel3en, DE)
PFA Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 0335.1
Pikrinsaure Merck (Darmstadt, DE)/ 197378

Proteinase K

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 7528.1

RNAlater (RNA-Stabilisator)

ThermoFisher (Waltheim, MA, USA) AM7020

TESAP (3-(Triethoxysilyl)-propylamin zur
Synthese)

Merck (Darmstadt, DE)/ 821619

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)-
HCI 2M

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 4855.2

Xylol (Isomere) > 99 %

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 4436.2

Zitronensaure 0,1M

Merck (Darmstadt, DE)/ 244

Tab. 10: Sonstige Instrumente und Verbrauchsmaterialien

Materialien

Hersteller/ Katalog-Nr.

Deckglaser 24 x 50 mm

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 1871

Einmalkantlen Sterican (26 G)

B. Braun (Melsungen, DE)/ 4657683

Einmalsonden

Omni International (Marietta, USA)

Faltenfilter, 150 mm Durchmesser

Schleicher und Schuell GmbH (Dassel, DE)/
311645

Faltenfilter (Whatman)

GE Healthcare Life Sciences
(Buckinghamshire, UK)

Farbeklvetten

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)

Glaswaren, Laborflaschen, Becherglaser

Schott (Mainz, DE)

Inkubationskammern

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
(Heidelberg, DE)

Mikroliterpipetten verschiedener Volumina

Gilson (Middleton, USA), Eppendorf
(Hamburg)

Mikro-ReaktionsgeféaRe (vers. GréRRen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)

Objekttrager SuperFrost Weil3

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)/ 1879

Omni Tissue Homogenizer mit Soft Tissue
Omi Tip Plastic Homogenizing Probes (7 x
110 mm)

Omni International Inc., Kennesaw, GA, USA

Pipettenspitzen (vers. Grof3en)

Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht, DE)
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Pipettenspitzen (vers. Grol3en) Biosphere
Filter Tips

Sarstedt AG & Co. KG (NUimbrecht, DE)

Plastikgefalie

VITLAB GmbH (Grossostheim, DE)

Quetschpipetten (Pastette, 3 mL)

Alpha Laboratories Lilited (Hampshire, UK)/
LW4111

Super PAP-PEN Liquid Blocker

Science Services GmbH (Minchen, DE)/
N71310-N

Thermometer

IKA Werke GmbH & Co KG (Staufen, DE)

8er Ketten-Abdeckung fir PCR-Platten

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, DE)/
65.1998.400

15 mL-Roéhrchen

Sarstedt AG & Co. KG (Numbrecht, DE)/
62.554.502

96 Well-PCR-Platten

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, DE)/
72.1979.102

Tab. 11: Software

Software Hersteller/ Quelle
cellSens Olympus Corporation, Tokio, JPN
Fjii Schindelin, J., Arganda-Carreras, ., Frise,

E., Kaynig, V., Longair, M., Pietzsch, T. et al.
(2012): Fiji: an open-source platform for
biological-image analysis. Nature Methods, 9
(7), 676-682

Microsoft Office, Excel

Microsoft Corp., Redmond, WA, USA

NIS-Elements AR 4.30.01

Nikon, Tokio, JPN

Photoshop

Adobe Systems, San Jose, CA, USA

Prism 9

GraphPad Software, San Diego, CA, USA
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7 Ergebnisse

7.1 Expression von Adm und seinen Rezeptorkomponenten im
Maushirn nach i. m. DOG4-Inokulation

Zunachst stellte sich die Frage, inwiefern sich die Expression von Adm und seinen
Rezeptorkomponenten Crlr, Ramp2 und Ramp3 in den verschiedenen Bereichen des
RABV-infizierten Hirns und im Vergleich zu Kontrolltieren verhalt. Zum Nachweis von
Adm, Crlr, Ramp2 und Ramp3 in den verschiedenen Hirnarealen im Verlauf der Infektion
mit dem hochpathogenen DOG4-Virus wurde eine relative Quantifizierung (QPCR) der
MRNA-Expression durchgefihrt.

Abb. 5 zeigt, dass Adm bei Infektion mit dem hochpathogenen DOG4-Virus ab Score 2
in allen untersuchten ZNS-Regionen hochreguliert wurde. Bereits in der
Inkubationsphase war ein leichter Anstieg und mit Auftreten erster spezifischer
Krankheitszeichen waren signifikant erhbhte mRNA-Spiegel messbar. Ramp2 wies im
Verlauf der DOG4-Infektion parallele Veréanderungen, also eine Koregulation zu Adm
auf, wohingegen Ramp3 und Crlr meist unverandert oder sogar eher herunterreguliert

wurden.

Bemerkenswerterweise stellte sich das Kleinhirn als die Hirnregion mit den gréRten
Veranderungen der Genexpression heraus: Adm wies dort in RABV-infizierten Tieren im
Vergleich zu PBS-inokulierten Kontrolltieren sowie im Vergleich zu den anderen
Hirnbereichen bis zu vierfach erhéhte Werte, Ramp2 wahrend der symptomatischen
Phase sowohl im Score 2 als auch im terminalen Erkrankungsstadium sogar eine vier-
bis achtfache Erhéhung und damit im Vergleich zu den anderen Hirnbereichen ebenfalls

signifikante Veranderungen auf.
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Abb. 5: Relative mRNA-Quantifizierung von Adm und seinen Rezeptormolekdlen.

A Adm. B Crlr. C Ramp2. D Ramp3. Es wurde eine Normalisierung gegen drei Referenzgene (Actb, Gapdh,
Pgk1) vorgenommen und die Mittelwerte + SEM mit n = 4 Tieren in allen Geweben auer Cb 5d. p.i. (n =
3) und terminal (n = 1) dargestellt. Zunéachst wurden die Werte auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk und
Varianzhomogenitat nach Brown-Forsythe getestet, dann erfolgte fur die verschiedenen Hirnareale (Ctx,
Cb, Hirnstamm, De/Te (ohne Ctx)) und Infektionsstadien (5 d. p. i., Score 2, terminal und PBS-inokulierte
Kontrolltiere) eine Varianzanalyse mittels zweifaktorieller ANOVA. Beim Vorliegen eines signifikanten
Einflusses (p < 0,05) einer Variablen in der Varianzanalyse wurden Posttests wie folgt durchgefiihrt: Tukey-
Test fur alle mdglichen Vergleiche zwischen den Hirnarealen (*, angepasster p-Wert < 0,05; **, angepasster
p-Wert < 0,01; ***, angepasster p-Wert < 0,001; ****, angepasster p-Wert < 0,0001) bzw. Dunnett-Test fiir
den Vergleich zwischen PBS vs. 5 d. p. i./ Score 2/ terminal (#, angepasster p-Wert < 0,05; ##, angepasster
p-Wert < 0,01; ####, angepasster p-Wert < 0,0001).

Abkirzungen: Actb, Actin beta; Adm, Adrenomedullin; Cb, Cerebellum/Kleinhirn; Crlr, Calcitonin receptor-
like receptor; Ctx, Cortex; De/Te (ohne Ctx), Diencephalon/Telencephalon ohne Cortex; Gapdh,
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; Pgk, Phosphoglyceratkinase; Ramp, Receptor activity-
modifying protein; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales
Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums); 5 d. p. i., 5 dies post infectionem (Inkubationsphase).
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7.2 Regionale Differenzierung der Viruslast im Maushirn im Verlauf
der DOG4-Infektion

Um zu untersuchen, ob die Expressionsveranderungen von Adm im Verlauf der RABV-

Infektion auch der Viruslast des DOG4-Stammes in den entsprechenden Hirnarealen

entspricht, wurde zunéchst die Anzahl viraler DOG4-Genome durch eine absolute

Quantifizierung von VG via qPCR bestimmt.

108 1
107 4 s [ Cortex
< 10°1 ul h Bl Cerebellum
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Abb. 6: Absolute Quantifizierung von DOG4-Virusgenomagquivalenten.

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM aus n = 4 Tieren (aul3er Cb terminal (n =1) und Cb 5d. p.i. (n = 3)
der VG/ug RNA in den verschiedenen Hirnarealen (Ctx, Cb, Hirnstamm, De/Te (ohne Ctx)) und
Infektionsstadien (5 d. p. i., Score 2 und terminal).

Abkirzungen: Cb, Cerebellum/Kleinhirn; Ctx, Cortex; De/Te (ohne Ctx), Diencephalon /Telencephalon ohne
Cortex; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium
(Erreichen eines Abbruchkriteriums); VG, Virusgenomaquivalente; 5 d. p. i.,, 5 dies post infectionem
(Inkubationsphase).

Abb. 6 zeigt, dass ab 5 d. p. i. in allen Hirnbereichen VG vorhanden waren und diese mit
Beginn der symptomatischen Phase (Score 2) einen starken Anstieg um mehr als das
10.000-fache zeigten. Die Viruslast war zum Zeitpunkt 5 d. p. i. im Cortex mit ca. 800
VG/ug RNA am grofdten und im Kleinhirn bzw. Diencephalon/Telencephalon ohne
Cortex mit ca. 10 VG/ug RNA am geringsten, was im Wesentlichen dem anatomischen
Invasionsweg des Virus von der Inokulationsstelle Uber motorische Nervenbahnen
entspricht. In der symptomatischen Phase konnte in allen untersuchten Hirnteilen
zwischen ca. 10° und 5 x 10" VG/ug RNA detektiert werden.
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7.3 Korrelation der Expression von Adm, Ramp2 und Ramp3 mit
der Viruslast im Maushirn nach i. m. DOG4-Inokulation

Um nun zu Uberprifen, ob ein Zusammenhang zwischen der Viruslast und den

Expressionsveranderungen von Adm, Ramp2 und Ramp3 in den jeweiligen

Hirnregionen wahrscheinlich ist, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefuhrt.

Tab. 12: Korrelation der Viruslast einer Hirnregion mit der relativen mRNA-Expression der
Gentranskripte von Adm, Ramp2 und Ramp3

Hirn- Gen- n Ausreil3er Korrelation der log-transformierten Daten
region | transkript nach R? P-Wert Signifikanz
(NRQ) ROUT
(Q=1%)
Ctx Adm 16 1 0,2879 0,0392 *
Ramp2 16 0 0,0016 0,8848 n.s.
Ramp3 16 0 0,3908 0,0096 *x
Cb Adm 12 0 0,4567 0,0159 *
Ramp2 12 0 0,5013 0,0100 *x
Ramp3 12 0 0,0102 0,7553 n.s.
Hirn- Adm 16 0 0,1032 0,2251 n.s.
stamm - mp2 | 16 0 0,0002 0,9571 ns.
Ramp3 16 2 0,0065 0,7839 n.s.
Del/Te Adm 16 0 0,3985 0,0087 *x
(c(’:':)':)e Ramp2 | 16 0 0,5389 0,0012 =
Ramp3 16 0 0,1796 0,1019 n.s.

n, Anzahl der RNA-Proben, fir die sowohl nve als auch NRQ vorlagen. Die Daten wurden mit der ROUT-
Methode von AusreiRern bereinigt, dann mit dem D’Agostino- und Pearson-Test die Normalverteilung der
logarithmisch-transformierten Daten bestatigt. *, signifikant (p-Wert < 0,05); **, hoch signifikant (p-Wert <
0,01).

Abkirzungen: Adm, Adrenomedullin; Cb, Cerebellum/Kleinhirn; Ctx, Cortex; De/Te (ohne Ctx),
Diencephalon/Telencephalon ohne Cortex; NRQ, Gentranskripte (normalisierte relative Mengen); n. s., nicht
signifikant; nve, Viruslast; Ramp, Receptor activity-modifying protein; R = Pearson Korrelationskoeffizient.

Die Analysen (Tab. 12) ergaben, dass die starkste Korrelation der Viruslast mit Adm
(R%adm = 0,4567) und Ramp2 (R%rampz = 0,5013) im Kleinhirn existiert. Darliber hinaus
zeigte sich auch eine Korrelation von nye mit Adm und Ramp2 im
Diencephalon/Telencephalon ohne Cortex (R%agm = 0,3985, R%ramp2 = 0,5389).

Da also nicht nur nach quantitativer Expressionsanalyse die deutlichste Steigerung der

Adm- und Ramp2-Expression im Kleinhirn gefunden wurde, sondern gerade dort auch
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die starkste Korrelation von Adm und seinem Rezeptormolekil Ramp2 mit der Viruslast
nachweisbar war, lag die Vermutung nahe, dass gerade das Kleinhirn im RABV-
infizierten Hirn die beeinflussbarste Region durch das Neuropeptid ADM sein kénnte.

Insofern wurde im weiteren Verlauf der Fokus auf diesen Hirnabschnitt gelegt.

Um nun innerhalb des Kleinhirns die vielversprechendsten Regionen (ROI) in Bezug auf
den Einfluss von Adm-Expressionsveranderungen wahrend der RABV-Infektion zu
identifizieren, wurde unter der Annahme, dass in raumlicher Nahe zu RABV-infizierten
Bereichen ~ Adm-Expressionsverénderungen  auftreten, RABV  RNP mit
immunhistochemischen Methoden im Gewebe untersucht und die Lokalisation der
Immunreaktivitat (IR) identifiziert.

X

Y

Dargestellt ist ein Ausschnitt des rechten Cb einer DOG4 i. m. infizierten Maus im Score 2 nach
immunhistochemischer DAB/Nickel-Markierung mit Antikdrpern gegen RABV RNP und Giemsa-Farbung.
RABV RNP immunreaktive Kleinhirnkerne sind rot, positive Rindenbereiche gelb eingekreist.

Abkirzungen: Cb, Cerebellum/Kleinhirn; RABV, Rabiesvirus; RNP, Ribonukleoprotein; Score 2, Stadium
Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen).

Abb. 7 illustriert, dass RABV RNP IR im Kleinhirn konsistent in Neuronen der
Kleinhirnkerne sowie haufig auch innerhalb der Kleinhirnrinde in Purkinjezellen und ihren
durch das Stratum moleculare ziehenden Dendriten lokalisiert war. Folglich wurden die

Kleinhirnkerne mit ihrer Einteilung in eine laterale, mediale und intermediare Kerngruppe
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sowie die Kleinhirnrinde im Bereich ,4,5 Cb* [155] zwischen den Koordinaten Bregma -

5,88 mm —-6,48 mm und Interaural -2,08 mm —-2,68 mm als ROI festgelegt.

Um nun in diesen Regionen einen Zusammenhang zwischen Verénderungen der Adm-
Expression auf Proteinebene und der Viruslast bzw. der lokalen Anwesenheit des RABV
zu untersuchen, wurde zunachst die immunreaktive Flache nach IHC DAB/Nickel-
Farbung gegen RABV gemessen. Neben Gewebe aus DOG4-infizierten Tieren wurde
auch solches aus Mausen berucksichtigt, die mit dem apathogenen RABV-Laborstamm
F3i. n. inokuliert und acht Tage spéater in symptomfreien Zustand euthanasiert wurden.
Damit entspricht der Zeitpunkt der Gewebegewinnung in etwa dem in der
Experimentgruppe DOG4 i. m. terminal.

Eine Gegenlberstellung der Infektionsmodalititen — hochpathogenes DOG4- vs.
apathogenes F3-Virus — soll weitere Erkenntnisse Uber die spezifischen
Pathogenitatsmechanismen der letal verlaufenden DOG4-Infektion bringen.

In Abb. 8 ist dargestellt, dass die Viruslast, gemessen an der RABV RNP-
immunreaktiven Bildflache, in den Kleinhirnkernen sowohl nach DOG4- als auch nach
F3-Inokulation ahnlich niedrig, F3 jedoch in der Kleinhirnrinde verbreiteter war als DOG4
im terminalen Stadium, wahrend zu Beginn der symptomatischen Phase (Score 2)
DOGA4 noch in beiden ROI deutlich detektierbar war. Obwohl also das apathogene F3-
Virus eine &hnliche Viruslast in der Kleinhirnrinde verursachte wie DOG4 im friihen
Stadium der symptomatischen Phase, und die Kleinhirnkerne im terminalen Stadium der
DOG4-Infektion ahnlich wenig Virusantigen aufwiesen wie in etwa zum gleichen
Zeitpunkt nach Inokulation mit dem apathogenen F3-Virus, ist der Ausgang der Infektion

maximal unterschiedlich.
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Abb. 8: Quantifizierung der RABV RNP IR* Flache in Kleinhirnkernen und -rinde nach i. m. DOG4-
(Score 2 und terminal) sowie i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.).

Dargestellt ist der Mittelwert + SEM des prozentualen Anteils der RABV IR* Flache an der Gesamtbildflache
nach IHC DAB/Nickel-Markierung gegen RABV RNP nach DOG4- (Score 2 und terminal) und F3-
Inokulation. n, Anzahl der Auswertungseinheiten (2 — 17), z. B. linker Nucleus lateralis cerebelli. Es wurde
der Mittelwert der RABV RNP IR* Einheiten (z. B. linker Nucleus lateralis cerebelli) aus einem bis vier
Schnitten und deren Mittelwerte = SEM berechnet. Es folgte ein Test auf Normalverteilung nach Shapiro-
Wilk. Da dieser negativ ausfiel, wurde ein Kruskal-Wallis-Test fir Rangvarianzanalyse der Gruppen
angeschlossen (p-Wert < 0,0001). Dann wurde ein Dunn-Test fur multiple Vergleiche zur Analyse des
Einflusses des Erkrankungsstadiums (Score 2 vs. terminal), der Pathogenitét bei vergleichbarem Zeitpunkt
nach Inokulation (DOG4 terminal vs. F3 8 d. p. i.) sowie ein Kruskal-Wallis-Test zur Analyse der Rolle der
Kleinhirnregion (CbNcll vs. CbCtx) durchgefiihrt (*, angepasster p-Wert < 0,05; ** angepasster p-Wert <
0,01).

Abkirzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3; IR*
Immunreaktivitat-positiv; RABV, Rabiesvirus; RNP, Ribonukleoprotein; Score 2, Stadium Score 2 (erste
spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).

Abb. 9 zeigt reprasentative Fotos der fur die Quantifizierung der RABV IR* Flache
zugrundeliegenden IHC DAB/Nickel-Farbung gegen RABV RNP.
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Abb. 9: Immunhistochemischer RABV-Nachweis nach i. m. DOG4- (Score 2 und terminal) und i. n.
CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.) in den Kernen und der Rinde des Kleinhirns.

Repréasentative Fotos nach IHC DAB/Nickel-Farbung mit Antikérpern gegen RABV RNP.

Abkirzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3;
RABYV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales
Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).

7.4 Das Adrenomedullin-System im Kleinhirn der RABV-infizierten
Maus

7.4.1 Zellulare Quellen von Adrenomedullin im Kleinhirn

Bisher konnte gezeigt werden, dass das Kleinhirn hinsichtlich einer verstarkten Adm-
und Ramp2-Genexpression nach DOG4-Inokulation eine herausragende Rolle zu
spielen schien. Sowohl in den Kerngebieten als auch in der Rinde des Kleinhirns lie3en
sich Proteine des hochpathogenen DOG4- und des apathogenen F3-Virus nachweisen.
Es schloss sich die Frage an, welche Zelltypen genau im Rahmen der RABV-Infektion
innerhalb dieser beiden Regionen fir die Sekretion von ADM verantwortlich sein

kdénnten.

Aus friheren Studien ist bekannt, dass ADM im Gehirn von zerebralen EC, Astrozyten
und Perizyten [100], aul3erdem speziell im Kleinhirn von Purkinje- und Kérnerzellen
sowie Neuronen der Kerngebiete exprimiert wird [176, 211]. ErgAnzend dazu wurde eine
RAMP2-Expression bisher von Purkinjezellen, EC, Astrozyten, Perizyten, VSMC, im
Plexus choroideus und in der Pia mater, RAMP3 von EC und im Stratum granulosum
beschrieben (Abb. 10) [195].
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Abb. 10: Zellulare Quellen der ADM-, CRLR/RAMP2- und CRLR/RAMP3-Expression im Kleinhirn.

A Kleinhirnkerne und -rinde. B Zerebrale Kapillare.

Abkirzungen: ADM, Adrenomedullin; CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; CRLR, Calcitonin
receptor-like receptor; EC, Endothelzelle; RAMP, Receptor activity-modifying protein.

Zur Identifikation der wahrend der RABV-Infektion fir die ADM-Sekretion
verantwortlichen Zelltypen wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen ADM

und ein jeweiliges zelltypspezifisches Antigen bzw. das RABV selbst durchgefihrt.

Die Ergebnisse zeigen in Abb. 11, dass ADM im RABV-infizierten Kleinhirn Gberwiegend
von EC auf der intraluminalen Seite exprimiert wurde (Abb. 11 A-C). Darlber hinaus
traten einzelne ADM-Signale zusatzlich in der Nahe von RABV-infizierten Purkinjezellen
in Erscheinung, was bei nicht infizierten Purkinjezellen nicht zu beobachten war (Abb.
11 D, G). Vereinzelte ADM-Signale waren aul3erdem im Bereich der Kerngebiete und in
der Rinde des Kleinhirns, genauer gesagt im Stratum granulosum, zu verzeichnen (Abb.
11 E, F). Dahingegen existierten im RABV-infizierten Kleinhirn in direkter raumlicher
N&he zu Astrozyten keine ADM-Signale (Abb. 11 H).
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Abb. 11: Zellulare Quellen von ADM im Kleinhirn nach i. m. DOG4-Inokulation.
Fortsetzung nachste Seite.
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Abb. 11: Zellulare Quellen von ADM im Kleinhirn nach i. m. DOG4-Inokulation.
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen gegen ADM (griin) und ein zelltypisches Antigen (rot): A ICAM1
(Endothelzellmarker) in der Kornerzellschicht der CbCtx. B ICAM1 in CbNcll. C ICAM1 in der
Molekularschicht der CbCtx. D RABV-N in der Purkinjezellschicht der CbCtx. E VGLUT1 (Kdrnerzellmarker)
in der Kornerzellschicht der CbCtx. F VGLUT2 (Kleinhirnkernmarker) in CbNcll. G Calbindin
(Purkinjezellmarker) in der Purkinjezellschicht der CbCtx. H GFAP (Astrozytenmarker) in CbNcll; Griine
Pfeile weisen auf ADM IR hin.

Abkirzungen: ADM, Adenomedullin; CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; GFAP, Glial fibrilliary
acidic protein; ICAM1, Intercellular adhesion molecule 1; IR, Immunreaktivitat; RABV-N, Rabiesvirus-N-
Protein; VGLUTL, Vesicular glutamate transporter 1; VGLUT2, Vesicular glutamate transporter 2.

7.4.2 Einfluss der RABV-Infektion auf die ADM-Proteinexpression im
Kleinhirn

Im Rahmen der Infektion mit dem hochpathogenen DOG4-Virus im Kleinhirn wurde also
festgestellt, dass die Adm und Ramp2 mRNA-Expression in Korrelation mit der Viruslast
hochreguliert und ADM insbesondere von EC und RABV-infizierten Purkinjezellen
sezerniert wurde. In den beiden Kleinhirnregionen der Kerngebiete und Rinde liel3en sich
dabei in ausgepragtem MaRe sowohl DOG4- als auch F3-Proteine nachweisen.
Waéhrend in den Kerngebieten im terminalen Erkrankungsstadium der DOG4-Infektion
ahnlich wenig Virusprotein nachweisbar war wie in der F3-Infektion, zeigten sich in der
Rinde in der friihen symptomatischen Phase der DOG4-Infektion ahnlich hohe Level wie
bei Infektion mit dem apathogenen Virus.

Im Folgenden sollte die ADM-Proteinexpression im RABV-infizierten Kleinhirn genauer
untersucht und mdgliche Einflussfaktoren identifiziert werden, die den Verlauf der
Infektion mit dem hochpathogenen Virus lber Auswirkungen auf die ADM-Expression
mitbestimmen. Von daher sollte untersucht werden, ob die erh6hte Adm-Genexpression,
die auf mMRNA-Ebene bei DOG4 i. m.-Infektion im Kleinhirn festgestellt wurde, auch auf
Proteinebene nachgewiesen werden kann, es einen Zusammenhang zwischen der
Phase der Infektion mit dem hochpathogenen DOG4-Virus und der ADM-Sekretion gibt
und die Pathogenitat des RABV-Stammes (DOG4 vs. F3) eine Rolle fur die ADM-
Sekretion spielt. AuBerdem soll herausgefunden werden, ob es Unterschiede in der
ADM-Expression zwischen den Kleinhirnkernen und der -rinde gibt und ob die direkte
raumliche Nahe zu RABV-infizierten Zellen ausschlaggebend fur Veranderungen der
ADM-Sekretion ist.

Um Antworten auf diese Fragen zu finden, wurde die ADM IR in den beiden fir das
Kleinhirn festgelegten ROI (Kerngebiete und Kleinhirnrinde) in Abh&ngigkeit von der
Infektionsphase (Score 2 bzw. terminal) nach DOG4 i. m.-Inokulation im Vergleich zu
PBS-inokulierten Kontrolltieren quantifiziert, wobei zwischen RABV-Antigen-negativen

und -positiven (RABV IR bzw. IR*) Regionen unterschieden wurde. Zudem wurden in
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den Analysen mit dem apathogenen F3-Virus i. n. inokulierte Tiere (8 d. p. i.)

herangezogen, um die Rolle der Pathogenitat eines RABV-Stammes zu untersuchen.

Zur Quantifizierung der ADM-Proteinexpression in diesen unterschiedlichen
Experimentgruppen wurde nun also sowohl die Anzahl der Punkte, bei denen das
Immunfluoreszenzsignal nach Farbung mit Antikérpern gegen ADM maximale Intensitéat
zeigte, ausgezahlt (Abb. 12) sowie die prozentuale ADM IR* Flache ermittelt (Abb. 13).
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Abb. 12: Durchschnittliche Anzahl der ADM IR Maxima pro Bild in Kleinhirnkernen und -rinde nach
i. m. DOG4- (Score 2 und terminal) und i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.).

Dargestellt ist die durchschnittliche Anzahl der ADM-Signale (graue Kreise) aus einem bis vier Bildern pro
Einheit (z.B. linker Nucleus lateralis cerebelli) nach DOG4- (Score 2 und terminal) sowie nach F3-Inokulation
und in Kontrolltieren (PBS) nach Immunfluoreszenzfarbung gegen ADM. Je Region und
Erkrankungsstadium wurde eine Differenzierung in RABV IR* und RABV IR Bereiche vorgenommen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM; n, Anzahl der Auswertungseinheiten (2 — 19), z. B. linker Nucleus
lateralis cerebelli. Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %) wurde kein AusreiRer detektiert. Darauf folgte ein Test
auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk und Varianzhomogenitat nach Brown-Forsythe. Anschlieend
wurde eine ordinary ANOVA zur Analyse von Gruppenvarianzen durchgefuhrt (p-Wert = 0,0052). Zuletzt
erfolgte ein Sidak-Posttest fiir multiple Vergleiche zum Test auf Einfluss der Infektion selbst (infizierte
Experimentgruppen vs. PBS), der Infektionsphase (Score 2 vs. terminal), des Virusstammes zu einem
vergleichbaren Zeitpunkt (terminal vs. F3 8 d. p. i.) sowie der Rolle der Kleinhirnregion (CbNcll vs. CbCtx)
(*, angepasster p-Wert < 0,05; **, angepasster p-Wert < 0,01).

Abkirzungen: ADM, Adrenomedullin; CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post
infectionem; F3, CVS-F3; IR, Immunreaktivitdt; RABV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score 2 (erste
spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).
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Abb. 13: Quantifizierung der durchschnittlichen ADM IR* Flache [um?] pro Bild in Kleinhirnkernen
und -rinde nach i. m. DOG4- (Score 2 und terminal) und i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.).
Dargestellt ist die mittlere ADM IR* Flache (graue Kreise) aus einem bis sechs Bildern pro Einheit (z.B. linker
Nucleus lateralis cerebelli) nach DOG4- (Score 2 und terminal) und F3-Inokulation sowie in Kontrolltieren
(PBS) nach Immunfluoreszenzfarbung gegen ADM. Je Region und Erkrankungsstadium wurde eine
Differenzierung in RABV IR* und RABV IR" Bereiche vorgenommen. Die Balken représentieren die
Gruppenmittelwerte £ SEM; n, Anzahl der Auswertungseinheiten (2 — 19), z. B. linker Nucleus lateralis
cerebelli. Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %) wurde ein Ausreil3er identifiziert und ausgeschlossen. Es wurde
ein Test auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk und Varianzhomogenitat nach Brown-Forsythe und
anschlieRend eine ordinary ANOVA zur Analyse von Gruppenvarianzen durchgefihrt (p-Wert = 0,0003).
Dann erfolgte eine ANOVA und Sidak-Posttest fiir multiple Vergleiche zum Test auf Einfluss der Infektion
selbst (infizierte Experimentgruppen vs. PBS), der Infektionsphase (Score 2 vs. terminal), des Virusstammes
zu einem vergleichbaren Zeitpunkt (terminal vs. F3 8 d. p. i.) sowie der Rolle der Kleinhirnregion (CbNcll vs.
CbCtx) (*, angepasster p-Wert < 0,05; **, angepasster p-Wert < 0,01; ***, angepasster p-Wert < 0,001).
Abkirzungen: ADM, Adrenomedullin; CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post
infectionem; F3, CVS-F3; IR, Immunreaktivitdt; RABV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score 2 (erste
spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).

Die Proteinexpressionsanalysen bestéatigten sowohl nach Auszahlung der einzelnen
ADM-Signale als auch nach Messung der ADM IR" Flache die aus der mRNA-
Untersuchung hervorgegangenen Ergebnisse, dass ADM insgesamt im RABV-infizierten

Kleinhirn im Vergleich zu Kontrolltieren verstérkt exprimiert wurde.

In den Kleinhirnkernen war im Score 2 1,4-, terminal 1,8- sowie in F3-Tieren 1,5- (RABV
IR*) bzw. 1,3-fach (RABV IR) mehr ADM-Signal vorhanden als in Kontrolltieren. In der
Rinde waren die ADM-Signale im Score 2 3,1- (RABV IR") bzw. 3,3-fach (RABV IR,
terminal 3,9- (RABV IR*) bzw. 2,7-fach (RABV IR’) und in der F3-Gruppe 4,5-
(RABV IR") bzw. 2,6-fach (RABV IR") erhght.
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Die Auswertung der ADM IR* Flache zeigt in den Kerngebieten im Score 2 eine 2,3-,
terminal eine 2,4- und in der F3-Gruppe eine 1,9- (RABV IR") bzw. 1,8-fache
(RABV IR") Erhéhung gegeniber der gesunden Kontrollgruppe. In der Kleinhirnrinde war
die ADM IR* Flache im Score 2 5,6- (RABV IR") bzw. 5-fach (RABV IR, terminal 6,5-
(RABV IR*) bzw. 4,5-fach (RABV IR") und in der F3-Gruppe 7,8- (RABV IR*) bzw. 5-fach
(RABV IRY) erhoht. Zusatzlich ergaben die Untersuchungen, dass die ADM IR* Flachen
vor allem in den Kleinhirnkernen sowohl nach DOG4- als auch F3-Inokulation im
Vergleich zu Kontrolltieren signifikant erhoht waren.

Hinsichtlich der Pathogenitat der Virusstamme zeigten sich bei der Gegeniberstellung
von DOG4- und F3-Infektion keine signifikanten Unterschiede und somit eine vom
Virusstamm unabh&ngige ADM-Expression im Kleinhirn. Was den zeitlichen Verlauf der
DOGA4-Infektion (Score 2 vs. terminal) und die raumliche Differenzierung (Kerngebiete
vs. Rinde) von ADM betrifft, wurden keine signifikanten Unterschiede in der ADM-
Expression gefunden (Abb. 12 und 13). Wenngleich eine deutliche Abnahme der RABV-
Last im Verlauf der DOG4-Infektion und eine differenzierte Viruslast bei F3-Infektion in
den jeweiligen Kleinhirnregionen festgestellt wurde (Abb. 8), schien doch die Regulation
von ADM im DOG4-infizierten Hirn sowohl unabhéngig vom zeitlichen Verlauf als auch
von der Kleinhirnregion zu sein. Was hingegen den Einfluss der direkten rdumlichen
Nahe des RABV auf die Expression von ADM angeht, so zeigen die Ergebnisse, dass in
allen Infektionsmodalitaten eine erhéhte ADM-Expression in RABV IR* Regionen, mit
Ausnahme von Score 2 in der Kleinhirnrinde, vorlag (Abb. 12 und 13) und damit ADM in

Abhangigkeit von der lokalen Nahe zu RABV-infizierten Zellen hochreguliert wurde.

Zusammenfassend konnte also nicht nur auf mRNA-, sondern auch auf Proteinebene
eine erhthte Expression von ADM im RABV-infizierten Hirn nachgewiesen werden.
Diese war weder von der Erkrankungsphase noch der Kleinhirnregion oder dem
Virusstamm abhangig. Dafur wurden jedoch Hinweise gefunden, dass sowohl bei
Infektion mit DOG4 als auch F3 die direkte lokale Nahe zu RABV-infizierten Zellen einen
positiven Effekt auf die ADM-Proteinexpression im Kleinhirn haben kénnte. Die Viruslast
allein schien dabei jedoch kein ausschlaggebender Faktor fur den Anstieg der ADM-

Expression zu sein.

7.4.3 Einfluss der RABV-Infektion auf die RAMP2-Expression im Kleinhirn

Da wie in 7.4.2 beschrieben die ADM-Proteinexpression im Kleinhirn hauptsachlich im
Rahmen der RABV-Infektion selbst und dartiber hinaus zusatzlich von der direkten
lokalen Nahe zu RABV-infizierten Zellen, weniger jedoch von der Pathogenitat des

Virusstamms, der Infektionsphase oder der Kleinhirnregion abhangig zu sein schien,
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stellte sich die Frage, ob die auf mMRNA-Ebene nach DOG4 i. m.-Inokulation gezeigte,
bis zu achtfache Hochregulation der Adm-Rezeptorkomponente Ramp2 auf
Proteinebene zu einem &hnlichen oder aber einem differenzierteren Bild in den einzelnen
Experimentgruppen fiihrt. Dazu wurde analog zur Analyse der IHC DAB/Nickel-Farbung
gegen ADM (siehe Kapitel 7.4.2) Gewebe mit Antikbrpern gegen RAMP2 angefarbt und

dessen IR* prozentuale Flache gemessen.
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Abb. 14: Quantifizierung der RAMP2 IR* Flache in Kleinhirnkernen und -rinde nach i. m. DOG4-
(Score 2 und terminal) und i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.).

Dargestellt ist der durchschnittliche prozentuale Anteil der RAMP2 IR* Flache pro Auswertungseinheit (z.B.
linker Nucleus lateralis cerebelli), gemittelt aus einem bis sechs Bildern, nach DOG4- (Score 2 und terminal)
und F3-Inokulation sowie in Kontrolltieren (PBS) nach Immunfluoreszenzfarbung gegen RAMP2 (graue
Kreise). Je Region und Erkrankungsstadium wurde eine Differenzierung in RABV-positive (IR*) und RABV-
negative (IR") Bereiche vorgenommen. Die Balken reprasentieren die Gruppenmittelwerte + SEM; n, Anzahl
der Auswertungseinheiten (2 — 19), z. B. linker Nucleus lateralis cerebelli. Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %)
wurden vier AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen. Es erfolgte ein Test auf Normalverteilung nach
Shapiro-Wilk und Varianzhomogenitat nach Brown-Forsythe. Anschliel3end wurde ein Kruskal-Wallis-Tests
zur Analyse von Gruppenvarianzen (p-Wert < 0,0001) und ein Dunns-Posttest fur multiple Vergleiche zum
Test auf Einfluss der Infektion selbst (infizierte Experimentgruppen vs. PBS), der Infektionsphase (Score 2
vs. terminal), des Virusstammes zu einem vergleichbaren Zeitpunkt (terminal vs. F3 8 d. p. i.) sowie der
Rolle der Kleinhirnregion (CbNcll vs. CbCtx) fir die im Kruskal-Wallis-Test detektierten Unterschiede
durchgefihrt (*, angepasster p-Wert < 0,05; **, angepasster p-Wert < 0,01; ***, angepasster p-Wert < 0,001).
Abkirzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3; IR,
Immunreaktivitat; RABV, Rabiesvirus; RAMP, Receptor activity-modifying protein; Score 2, Stadium Score
2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).
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Die Proteinexpressionsanalyse von RAMP2 im Kleinhirn (Abb. 14) zeigt dabei durchaus

differenziertere Resultate als die mMRNA-Quantifizierung vermuten liel3:

Im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren wurde hier nach Inokulation mit DOG4 im
Wesentlichen mehr RAMP2-Signal gemessen: Im Score 2 zeigten sich in den
Kleinhirnkernen 1,7-fach, in der Kleinhirnrinde 2,4- (RABV IR*) bzw. 4,9-fach
(RABV IR) erhohte RAMP2-Werte. Im terminalen Erkrankungsstadium waren die
RAMP2-Level Im Vergleich zur PBS-Gruppe jeweils in etwa gleich hoch (in den Kernen
0,40 % vs. PBS 0,39 %; in der Rinde 0,18 % (RABV IR*) bzw. 0,13 % (RABV IR’) vs.
PBS 0,15 %). Nach Inokulation mit F3 zeigten sich hingegen interessanterweise
niedrigere Werte: In den Kleinhirnkernen war nur ein Funftel (RABV IR") bzw. ein Zehntel
(RABV IR), in der Kleinhirnrinde ein Finftel (RABV IR*) bzw. zwei Drittel (RABV IR") an
RAMP2-Signal im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren vorhanden. Die auf
Proteinebene gemessene Zunahme von RAMP2 nach Inokulation mit DOG4 zeigte
somit zwar die gleiche Tendenz wie nach Analyse der mRNA-Expression, jedoch keine

Erhoéhung in dem erwarteten Ausmal3.

Daruber hinaus schien die Pathogenitat des Virusstammes einen bedeutenden Einfluss
auf die Expression von RAMP2 im RABV-infizierten Kleinhirn zu haben: Wahrend der
DOGA4-Infektion war die RAMP2-Proteinexpression hoher als bei der apathogenen F3-
Infektion: In den Kleinhirnkernen zeigten sich die RAMP2-Level im Score 2 9,4- und
terminal 5,7-fach erhéht. In der Kleinhirnrinde konnte im Score 2 eine 12- (RABV IR")
bzw. 7,3-fache (RABV IR") und terminal eine 6- (RABV IR*) bzw. 1,3-fache (RABV IR")

Erhéhung von RAMP2 im Gegensatz zur F3-Gruppe gemessen werden.

Im zeitlichen Verlauf der DOG4-Infektion wurde eine leichte Abnahme an RAMP2 IR*
Flache (Score 2 vs. terminal) registriert, was gegenlaufig zu dem auf mRNA-Ebene
gemessenen Anstieg der Ramp2-Genexpression im Kleinhirn ist (siehe Abb. 5). Die
raumliche Nahe zu RABV IR* Zellen schien im Gegensatz zur Proteinexpression von
ADM keinen wesentlichen Einfluss auf die Expression von RAMP2 im Kleinhirn zu

haben, ebenso wenig die Gegenlberstellung der Kleinhirnregionen (Kerne vs. Rinde).

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass nach DOG4-Inokulation im
Vergleich zu Kontrolltieren, und da besonders in der frihen symptomatischen Phase
(Score 2), in den Kleinhirnkernen eine 1,7- und in der Kleinhirnrinde eine 2,4- (RABV
IR™) bzw. 4,9-fach (RABV IR") erhthte RAMP2-Proteinexpression nachgewiesen werden
konnte, auch wenn die Unterschiede zu Kontrolltieren deutlich geringer als in den mRNA-
Analysen ausfielen (vierfache Erhdhung der Ramp2-Expression im Kleinhirn im Score 2,
vgl. Abb. 5). AuRerdem schien eine Abhéngigkeit der RAMP2-Proteinexpression von der

Pathogenitéat des Virusstammes vorzuliegen, da wahrend der Infektion mit DOG4 im
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Kleinhirn — in den Kerngebieten sogar signifikant — eine gréfiere RAMP2 IR* Flache als

bei der Infektion mit F3 gemessen werden konnte.

Abb. 15 veranschaulicht RAMP2-Markierungen nach Immunfluoreszenz- und IHC
DAB/Nickel-Farbung im Kleinhirn (Abb. 15 A-C) und zusatzlich zum Test der
Antikérperfunktionalitdat RAMP2-reiches Lungengewebe als Positivkontrolle (Abb. 15 D).

Abb. 15: Darstellung von RAMP2 mit Immunfluoreszenzfarbung und IHC DAB/Nickel-Farbung nach
DOG4-Inokulation.

A und B Immunfluoreszenzfarbung im Cb gegen RAMP2 (griin) und (A) ICAM1 (Endothelzellmarker) bzw.
(B) Calbindin (Purkinjezellmarker). RAMP2-Signale sind identifizierbar, jedoch bei erheblicher
unspezifischer Farbung. C DAB/Nickel-Farbung mit Giemsa-Gegenfarbung im Cb. In Parenchym,
GefaRendothel, Pia mater sowie Arachnoidea mater sind eindeutige Signale erkennbar. D DAB/Nickel-
Farbung mit Giemsa-Gegenfarbung in Lungengewebe der Maus. In Alveolar- und Endothelzellen sind starke
RAMP2-Signale erkennbar. RAMP2-Signale sind in C und D eingekreist bzw. mit Pfeilen markiert.
Abkirzungen: Cb, Cerebellum/Kleinhirn; ICAM1, Intercellular adhesion molecule 1; RAMP, Receptor
activity-modifying protein.
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7.5 Regulation der Blut-Hirn-Schranke im Kleinhirn im Rahmen der
RABV-Infektion

7.5.1 Transzellularer Transport: Endothelzell-Aktivierung

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass ADM vor allem im RABV-infizierten
Kleinhirn von EC (wahrscheinlich intraluminal) sezerniert wurde. Daftr schien gerade die
lokale N&he zu mit dem hochpathogenen DOGA4-Virus infizierten Zellen ein
entscheidender Faktor zu sein. Aul3erdem wurde die ADM-Rezeptorkomponente
RAMP2 in Abhangigkeit vom Virusstamm insbesondere zu Beginn der symptomatischen
Phase hochreguliert.

Wie bereits eingangs erwahnt, hat das von EC sezernierte auto- und parakrin wirkende
Neuropeptid ADM eine herausragende Bedeutung hinsichtlich der
Endothelfunktionalitat.

Kann die in dieser Arbeit beobachtete Regulation des ADM/RAMP2-Signalwegs im
DOG4-infizierten Kleinhirn nun mitverantwortlich fir die Pathogenitat und Begulnstigung

der besonders hohen Letalitat des RABV sein?

Da aus Voruntersuchungen bekannt ist, dass ADM die Expression der
Endothelzelloberflachenproteine ICAM1, VCAML1 und Selectin E negativ beeinflusst [93]
und diese Regulation wiederum zu einer fehlenden bzw. verminderten Aktivierung der
EC fuhrt [184], soll nun im Rahmen der RABV-Infektion gepriift werden, ob dies ein
mdglicher Pathomechanismus fir eine verringerte Diapedese von Immunzellen von

intravasal Uber die Blut-Hirn-Schranke in den zerebralen Extrazellularraum darstellt.

Dazu wurde immunhistochemisch die ICAM1-Expression in Experimentgruppen mit viel
ADM/RAMP2- zu solchen mit wenig ADM/RAMP2-Signal gegenlbergestellt (Abb. 16)
und die ICAM1-Expression in den gleichen ROI analysiert (Abb. 17). Nach der RAMP2-
Analyse (siehe Abb. 14) erschien hier insbesondere das Infektionsstadium Score 2 nach
DOGA4-Inokulation, auRerdem nach der ADM-Analyse (siehe Abb. 12 und 13) die
unmittelbare Néahe zu RABV IR* Bereichen von Interesse. Aullerdem ist eine
Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen ICAM1 und ADM bzw. das RABV durchgefuhrt
worden, um den direkten rdumlichen Zusammenhang dieser Komponenten zu
untersuchen (Abb. 18 und 19).
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Abb. 16: Immunhistochemischer Nachweis von ICAM1 nach i. m. DOG4- (Score 2 und terminal) und
i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.) sowie in PBS-inokulierten Kontrolltieren in Kleinhirnkernen und -
rinde.

Repréasentative Fotos der ICAM1 IR* Flache nach IHC DAB/Nickel-Farbung mit Antikdrpern gegen ICAM1.
Es wurde neben einer rdumlichen Differenzierung in CbNcll und CbCtx eine Differenzierung in RABV IR*
und RABV IR Bereiche vorgenommen. Die Werte im jeweiligen Bild links oben entsprechen dem exakten
Bildwert, die Werte rechts oben dem Gruppendurchschnittswert (siehe Abb. 17).

Abkirzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3;
ICAML1, Intercellular adhesion molecule 1; IR, Immunreaktivitat; RABV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score
2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).
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Abb. 17: Quantifizierung der ICAM1 IR* Flache in Kleinhirnkernen und -rinde nach i. m. DOG4- (Score
2 und terminal) und i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.) sowie PBS-inokulierten Kontrolltieren.
Dargestellt ist der durchschnittliche prozentuale Anteil der ICAM1 IR* Flache pro Auswertungseinheit (z.B.
linker Nucleus lateralis cerebelli) aus einem bis vier Bildern nach DOG4- (Score 2 und terminal) und F3-
Inokulation sowie in Kontrolltieren (PBS) nach IHC DAB/Nickel-Farbung gegen ICAM1 (graue Kreise). Je
Region und Erkrankungsstadium wurde eine Differenzierung in RABV IR* und RABV IR Bereiche
vorgenommen. Die Balken repréasentieren die Gruppenmittelwerte + SEM; n, Anzahl der
Auswertungseinheiten (2 — 19), z. B. linker Nucleus lateralis cerebelli. Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %)
wurde kein Ausreiler detektiert. Die Daten wurden dann auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk und
anschlieRend auf Unterschiede zwischen den Gruppen nach Kruskal-Wallis getestet (p < 0,0001). Ein Dunn-
Test fur multiple Vergleiche zum Test auf Einfluss der Infektion selbst (DOG4 bzw. F3 vs. PBS), der
Infektionsphase (Score 2 vs. terminal), des Virusstammes zu einem vergleichbaren Zeitpunkt (terminal vs.
F3 8 d. p. i.) sowie der Rolle der Kleinhirnregion (CbNcll vs. CbCtx) wurde fiur die im Kruskal-Wallis-Test
detektierten Unterschiede angeschlossen (**, angepasster p-Wert < 0,01; ***, angepasster p-Wert < 0,001;
**xx angepasster p-Wert < 0,0001).

Abkiirzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3;
ICAM1, Intercellular adhesion molecule 1; IR, Immunreaktivitat; RABV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score
2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).
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Abb. 18: Quantifizierung der ICAM1 IR* Flache [%] in Kleinhirnkernen und -rinde in Abhangigkeit von
der lokalen ADM-Anwesenheit nach i. m. DOG4- (Score 2 und terminal) und i. n. CVS-F3-Inokulation
(8 d. p. i.) sowie PBS-inokulierten Kontrolltieren.

Dargestellt ist die prozentuale ICAM1 IR* Flache nach Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen ADM und
ICAM1. Je Region und Erkrankungsstadium wurde eine Differenzierung entsprechend der parakrinen
Reichweite von ADM (innerhalb = schwarze Kreise; auRerhalb = weil3e Kreise) sowie eine Differenzierung
in RABV IR* und RABV IR" Bereiche vorgenommen; Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + SEM; n,
Anzahl der Auswertungseinheiten (2 — 18), wobei der Mittelwert jeder Auswertungseinheit, z. B. linker
Nucleus lateralis cerebelli, aus einem bis vier Bildern berechnet wurde. Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %)
wurden drei Ausreil3er detektiert und ausgeschlossen. Die Daten wurden dann auf Normalverteilung nach
Shapiro-Wilk getestet, danach wurde eine zweifaktorielle ordinary ANOVA zur Analyse von Effekten der
Experimentgruppen (p-Wert < 0,0001) und der lokalen Anwesenheit von ADM (p-Wert < 0,0001)
durchgefihrt. Schlie3lich folgten Posttests zum Test auf Einfluss der lokalen ADM-Anwesenheit au3erhalb
(8idak-Test) und innerhalb der Experimentgruppe (Tukey-Test).

Abkirzungen: ADM, Adrenomedullin; CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post
infectionem; F3, CVS-F3; ICAM1, Intercellular adhesion molecule 1; IR, Immunreaktivitat; RABV,
Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium
(Erreichen eines Abbruchkriteriums).
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Abb. 19: Lokale Veranderungen der ICAM1 IR in direkter Nahe von ADM.

Die Daten wurden aus n Bildern nach Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen ICAM1 und ADM ermittelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Punktwolken + SD als Linien. Die Punkte reprasentieren die Differenz
zwischen der ICAM1 IR* Flache [%] auRerhalb und innerhalb der parakrinen Reichweite der ADM-Signale
(AAicam1 IR = ICAM1 IRabm R+ - ICAM1 IRaDM IR-) in Bezug auf die ICAM1 IR* Flache [%)] aulRerhalb der
parakrinen Reichweite der ADM-Signale (ICAM1 IRapwm Ir-). Alle Bilder wurden aus den RABV IR* CbNcll
gewonnen, wobei jedoch wenige Schnitte keine RABV IR Signale aufwiesen (nach terminaler DOG4- und
F3-Inokulation). In diesen Féllen wurden die Regionen als IR™ eingeordnet, wenn benachbarte gegen RABV
RNP gefarbte Gewebeschnitte ebenfalls IR~ waren. Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %) wurden keine
Ausreiler detektiert. Es folgte die Testung auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk. Zur Prufung auf
Unterschiede zwischen den lokalen ICAM1 IR Veranderungen in direkter ADM-N&he in Abhéngigkeit von
der lokalen Anwesenheit des RABV (IR*) wurde ein ungepaarter T-Test mit Welch-Korrektur fur ,terminal’
aufgrund der signifikanten Varianzinhomogenitat fir beide Experimentgruppen durchgefihrt (exakter p-Wert
siehe Graph).

Abkurzungen: ADM, Adrenomedullin; CbNcll, Kleinhirnkerne; F3, CVS-F3; ICAM1, Intercellular adhesion
molecule 1; IR, Immunreaktivitdt; RABV, Rabiesvirus; terminal, terminales Stadium (Erreichen eines
Abbruchkriteriums).

Die Daten zeigen, dass die Expression des Endothelzelloberflachenproteins ICAM1 im
Kleinhirn wahrend der RABV-Infektion insgesamt deutlich héher ausfiel als in gesunden
Kontrolltieren: In den Kerngebieten war im Score 2 die ICAM1 IR* Flache 130-mal,
terminal 100-mal und nach F3-Inokulation sogar 206- (RABV IR") bzw. 129-mal (RABV
IR") héher als in der PBS-Gruppe. In der Kleinhirnrinde wurde im Score 2 eine 62- (RABV
IR*) bzw. 103-fach (RABV IR), terminal eine 173- (RABV IR") bzw. 49-fach (RABV IR")
und bei F3-Infektion eine 183- (RABV IR") bzw. 120-fach (RABV IR") héhere ICAM1 IR*
Flache gemessen als in der Kontrollgruppe (Abb. 17).

In den Kerngebieten war somit sogar tber alle Infektionsgruppen hinweg ein signifikant
hoheres ICAM1-Level zu beobachten. Der zeitliche Verlauf der DOG4-Infektion, der
Virusstamm und die lokale Nahe zu RABV-infizierten Zellen schienen keinen

signifikanten Einfluss auf die ICAM1-Expression zu haben. Insofern deuten die Resultate
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zunachst einmal darauf hin, dass entgegen der Erwartungen sowohl nach DOG4- als
auch nach F3-Inokulation eine erhéhte ICAM1-Aktivierung innerhalb des Kleinhirns und
zwar besonders in den Kleinhirnkernen und damit eine Aktivierung der die Blut-Hirn-
Schranke auskleidenden EC vorzuliegen schien. Interessanterweise war jedoch in der
Kleinhirnrinde, in der, wie bereits erwahnt, zu Beginn der symptomatischen Phase die
starksten ADM/RAMP2-Veranderungen registriert wurden, zwar wie oben beschrieben
durchweg erh6hte ICAM1-Proteinlevel messbar (0,62 % (RABV IR") bzw. 1,03 % (RABV
IR) vs. 0,01 % in PBS-Tieren), jedoch im Gegnsatz zu den Kleinhirnkernen ohne
statistische Signifikanz. Insofern fiel die ICAM1-Proteinexpression dort prinzipiell

geringer aus.

Im Ubrigen zeigte sich diese Tendenz ebenfalls nach Auswertung der
Doppelimmunfluoreszenzfarbung (Abb. 18). Darin stellte sich zudem dar, dass ICAML1 in
allen Experimentgruppen innerhalb der parakrinen Reichweite von ADM vermehrt
exprimiert wurde. Dies erscheint zunachst widersprichlich zu bisherigen
wissenschaftlichen Erkenntnissen, in denen belegt wurde, dass ADM einen negativen
Einfluss auf die ICAM1-Expression ausiibt [93]. Bei zusatzlicher Betrachtung der lokalen
Veranderung der ICAM1-Expression in ADM-Néahe (Abb. 19) zeigte sich, dass die direkte
lokale Nahe zu RABV-infizierten Zellen nach DOG4-Inokulation tendenziell zu weniger
ICAM1-Anstieg in parakriner ADM-Reichweite fuhrte (p-Wert = 0,0694) als bei der F3-
Infektion (p-Wert = 0,5794). Neben der wie bereits in Abb. 17 dargestellten erhéhten
ICAM1-Expression vor allem in den Kerngebieten ergaben die anderen Vergleiche der
Experimentgruppen nach Doppelimmunfluoreszenzfarbung (Abb. 18) keinen Anhalt fiir

einen Einfluss auf das Expressionsniveau von ICAML1.

Zusammenfassend zeigen also die Analysen im RABV-infizierten Kleinhirn und vor allem
innerhalb der Kerngebiete in besonderem Mal3e eine Aktivierung der EC, dargestellt als
gesteigerte Expression des Oberflachenproteins ICAM1. Die Hochregulation von ICAM1
wird dabei sowohl nach Inokulation mit dem hochpathogenen DOG4- als auch dem
apathogenen F3-Virus beobachtet (Abb. 17). Interessant erscheint jedoch, dass in
unmittelbarer Nahe zu ADM-Signalen hohere ICAM1-Werte als aul3erhalb derer
Reichweite gemessen wurden und dieser Effekt aber gerade in der Rinde zu Beginn der
symptomatischen  Erkrankungsphase  (Abb. 18) sowie im  terminalen
Erkrankungsstadium bei unmittelbar angrenzenden RABV-Signalen (Abb. 19) weniger

stark auszufallen schien.
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7.5.2 Parazellularer Transport: Claudin 5

Als nachstes stellte sich die Frage, ob ADM neben seinem Einfluss auf die EC-
Aktivierung Uber Hochregulation des Oberflachenproteins ICAM1 auch Einfluss auf die

parazellulare Passage von Immunzellen Uber die Blut-Hirn-Schranke haben kénnte.

Um diese Frage zu beantworten, wurde zunéchst die Transkription des Cldn5-Gens,
dessen Produkt CLDN5 als TJ-Protein eine besonders hohe Dichtigkeit zwischen
benachbarten EC herstellt [11, 17], mittels relativer Quantifizierung (QPCR) im Verlauf
der DOG4-Infektion in den verschiedenen Hirnbereichen analysiert (Abb. 20) und die
Ergebnisse mit der Transkription der Gene Adm, Ramp2 und Ramp3 (siehe Abb. 5),
sowie mit der Anzahl der VG (siehe Abb. 6) korreliert (Tab. 13).
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Abb. 20: Relative Quantifizierung der mRNA-Expression von Cldn5 nach i. m. DOG4-Inokulation.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM mit n = 4 fur alle Gewebe auer Cb 5 d. p. i. (n = 3) und terminal
(n = 1). Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %) wurden keine Ausreil3er detektiert. Anschlieend wurde ein Test
auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk durchgefuhrt, dann eine zweifaktorielle ordinary ANOVA zum Test
auf Effekte der Hirnregion (Ctx, Cb, Hirnstamm, De/Te (ohne Ctx)) und Infektionsphase (5 d. p. i., Score 2,
terminal, PBS-inokulierte Kontrolltiere). Es folgte zum Test auf Einfluss der Hirnregion (fiur alle mdglichen
Vergleiche) ein Posttest nach Tukey; *, angepasster p-Wert < 0,05; **, angepasster p-Wert < 0,01; ***,
angepasster p-Wert < 0,001; bzw. ein Posttest nach Dunnet zum Test auf Einfluss der Infektionsphase
(5 d. p. i./ Score 2/ terminal vs. PBS); #, angepasster p-Wert < 0,05; ###, angepasster p-Wert < 0,001.
Abkiirzungen: Ch, Cerebellum/Kleinhirn; Cldn5, Claudin 5; Ctx, Cortex; De/Te (ohne Ctx), Diencephalon und
Telencephalon ohne Cortex; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal,
terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums); 5 d. p. i, 5 dies post infectionem
(Inkubationsphase).
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Tab. 13: Korrelation der relativen mRNA-Expression der Gentranskripte von Cldn5 mit Adm, Ramp2,
Ramp3 und der Viruslast (nve)

NRQcldns n Korrelation der log-transformierten Daten
in R? P-Wert Signifikanz
Ctx 16 0,0003 0,9502 n.s.
NQRAadm Cb 12 0,0710 0,4025 n.s.
Hirnstamm 16 0,0020 0,8691 n.s.
De/Te (ohne 16 0,0272 0,5420 n.s.
Ctx)
Ctx 16 0,0399 0,4585 n.s.
NQRRamp2 Cb 12 0,0200 0,6612 n.s.
Hirnstamm 16 0,0520 0,3957 n.s.
De/Te (ohne 16 0,1585 0,1267 n.s.
Ctx)
Ctx 16 0,5514 0,0018 *x
NQRRamps Cb 12 0,1199 0,2702 n.s.
Hirnstamm 16 0,0905 0,2575 n.s.
De/Te (ohne 16 0,2993 0,0283 *
Ctx)
Ctx 16 0,1324 0,1659 n.s.
Nve Cb 12 0,0133 0,7208 n.s.
Hirnstamm 16 0,0002 0,9570 n.s.
De/Te (ohne 16 0,0058 0,7793 n. s.
Ctx)

n = Anzahl der NRQ-Paare (NRQciins + NRQadm/rampz/Ramps bzw. nve). Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %)
wurden keine Ausreiler detektiert. Anschliefend wurde mit dem D’Agostino- und Pearson-Test die
Normalverteilung der logarithmisch-transformierten Daten bestatigt. *, signifikant; **, hoch signifikant.
Abkirzungen: Adm, Adrenomedullin; Cb, Cerebellum/Kleinhirn; Cldn5, Claudin 5; Ctx, Cortex; De/Te (ohne
Ctx), Diencephalon/Telencephalon ohne Cortex; NRQ, Gentranskripte (normalisierte relative Mengen); n.
s., nicht signifikant; nve, Viruslast; Ramp, Receptor activity-modifying protein; R2, Pearson
Korrelationskoeffizient; VG, Virusgenoméquivalente.

Die Analysen (Abb. 20) zeigen, dass Cldn5 nach Inokulation mit dem hochpathogenen
DOG4-Virus zunachst in der prasymptomatischen Infektionsphase (5 d. p. i.) in allen
Hirnbereichen mit Ausnahme des Diencephalon/Telencephalon ohne Cortex verstarkt
transkribiert wurde. Im weiteren Krankheitsverlauf (Score 2) wurde dann eine
verminderte Cldn5-Expression in allen Hirnbereichen gemessen, bevor im Kleinhirn und
Hirnstamm in der terminalen Erkrankungsphase eine deutlich erhdhte Cldn5-Expression
und damit eine verstarkte parazellulare Ausstattung mit, die Blut-Hirn-Schranke

abdichtenden, TJ detektierbar war.
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Es konnten also im zeitlichen Verlauf der DOG4-Infektion spezifische Veranderungen
der Cldn5-Expression nachgewiesen werden, fir die es aber noch fraglich war, ob sie
im Zusammenhang mit dem Neuropeptid ADM oder seinen Rezeptorkomponenten

standen und den parazellularen Transport in infizierten Bereichen einschréankten.

Die Regressionsanalysen (Tab. 13) ergaben, dass die Cldn5-mRNA-Expression am
starksten mit der Ramp3-mRNA-Expression im Cortex (R?> = 0,5514) bzw. im
Diencephalon/Telencephalon ohne Cortex (R? = 0,2993) korrelierte. Dahingegen zeigte
sich jedoch weder ein Zusammenhang mit Adm bzw. Ramp2, noch eine relevante
Verédnderung der Cldn5-Transkription im Kleinhirn, das bereits durch die starkste Adm-
und Ramp2-Hochregulation als der in dieser Hinsicht relevanteste Ort unter den
untersuchten Regionen im RABV-infizierten Hirn identifiziert wurde.

Da in vorausgegangenen Studien davon berichtet worden ist, dass die Barrierefunktion
von TJ wie CLDNS5 nicht unbedingt durch dessen mRNA- oder Proteinspiegel bedingt
ist, sondern vielmehr durch seine Proteinkonformation [95, 127], wurde in einem
nachsten Schritt mittels Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen CLDN5 untersucht, ob
das TJ-Protein in Regionen mit hoher ADM- bzw. RAMP2-Expression, also vorwiegend
zu Beginn der symptomatischen DOG4-Infektion in RABV IR* Regionen, in einer
anderen molekularen Struktur vorlag, als in Regionen mit einer nur geringen Expression
dieser zwei Molekile. Dabei soll eine lineare Form der TJ zu einer Zunahme der
Dichtigkeit, eine ,Zig Zag'-Konformation zu einer vermehrten Durchlassigkeit der Blut-
Hirn-Schranke fihren [95, 127, 226]. Um einen moglichen Zusammenhang von
Veranderungen des parazelluldren Transportweges lber die Blut-Hirn-Schranke mit der
Aktivierung der flr den transzellularen Transport verantwortlichen EC zu untersuchen,
wurde eine Komarkierung von ICAM1 vorgenommen. Der rdumliche Fokus lag dabei auf
den Bereich der Kleinhirnkerne (RABV IR*) und des angrenzenden Marklagers (RABV
IR) (Abb. 21 und 22).

Nach den Voruberlegungen war hier zu erwarten, dass vorwiegend eine Abnahme des
Zig Zag-Indexes von CLDN5 und damit eine verringerte parazellulare Durchlassigkeit
Uber die Blut-Hirn-Schranke in DOG4-infizierten Tieren zu Beginn der symptomatischen
Phase (Score 2) und nicht im terminalen Stadium zu erwarten sei, wo bisher die

hochsten ADM- bzw. RAMP2-Expressionen nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 21: Semiquantitative Messung des CLDN5-Zig Zag-Indexes in Abh&angigkeit von der lokalen
ICAM1-Anwesenheit in RABV IR* und RABV IR Bereichen des Kleinhirns nach i. m. DOG4- (Score 2
und terminal) und i. n. CVS-F3- Inokulation (8 d. p. i.).

Dargestellt ist der Zig Zag-Index von CLDN5 nach Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen CLDN5 und
ICAM1 bzw. RABV-N. Je Region und Erkrankungsstadium wurde eine Kategorisierung in RABV IR* und
RABYV IR Auswertungseinheiten sowie eine rdumliche Differenzierung in ICAM1 IR* (schwarze Kreise) und
IR" Bereiche (weile Kreise) vorgenommen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n, Anzahl der
Auswertungseinheiten (3 — 7), wobei der Mittelwert jeder Auswertungseinheit, z. B. linker Nucleus lateralis
cerebelli, aus 22 bis 54 Bildern berechnet wurde. Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %) wurden sechs AusreilRer
detektiert und ausgeschlossen. AnschlieRend folgte ein Test auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk und
eine zweifaktorielle ordinary ANOVA zur Analyse von Effekten der Experimentgruppe (p-Wert > 0,05) und
der lokalen Anwesenheit von ICAM1 IR (p-Wert = 0,0004). SchlieRlich folgte ein Posttest nach Sidak zum
Test auf Einfluss der Experimentgruppen.

Abkurzungen: CLDNS5, Claudin 5; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3; ICAM1, Intercellular adhesion
molecule 1; IR, Immunreaktivitdt; RABV, Rabiesvirus; RABV-N, RABV-Nukleoprotein; Score 2, Stadium
Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines
Abbruchkriteriums).

Die Ergebnisse in Abb. 21 zeigen, dass der Zig Zag-Index von CLDN5 in allen
Experimentgruppen in unmittelbarer Nahe zu ICAM1 geringer war als in dessen
Abwesenheit. So war dieser in Bereichen mit ICAM1 IR im Score 2 sowohl in
unmittelbarer RABV-N&he als auch auRerhalb dieser 5 %, bei terminal infizierten Tieren
(RABV IR") 4 %, in der F3-Gruppe 3 % (RABV IR*) bzw. 4 % (RABV IR") und bei PBS-
Tieren 10 % niedriger als aulRerhalb ICAM1 IR Regionen. Eine Ausnahme stellt das
terminale Erkrankungsstadium der DOG4-Infektion dar, wo in RABV IR* Regionen keine

Unterschiede gezeigt werden konnten.

Die Nahe zu RABV-infizierten Zellen schien in den anderen Gruppen beziglich der
Veranderung der CLDN5-Konformation keine Rolle zu spielen. Interessanterweise
deutete sich aber an, dass CLDN5 in RABV-infizierten Tieren in Bereichen, wo keine
EC-Aktivierung gemessen wurde in einem etwas hoheren Anteil in Zig Zag-Konformation
vorlag und das Endothel damit dort tendenziell hinsichtlich seiner parazellularen

Eigenschaften durchlassiger gewesen sein sollte. In direkter Nahe zu aktivierten EC mit
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erhohter ICAM1-Expression war im Vergleich zu Kontrolltieren jedoch in allen
Infektionsmodalitaten eine Verminderung der Zig Zag-Struktur von CLDN5 zu messen.
Am geringsten veranderte sich die CLDN5-Konformation dabei im frihen
symptomatischen Stadium der DOG4-Infektion (Score 2). SchlieRlich stellte sich eine je
nach Nahe zu aktivierten EC differenzierte Regulation der Konformationsanderung im

Vergleich von infizierten zu Kontrolltieren dar.

Bislang konnte also, entgegen der Erwartungen, kein direkter Zusammenhang der
CLDNS5-Struktur mit dem ADM/RAMP2-Signalweg im RABV-infizierten Maushirn gezeigt
werden. Da es aber im terminalen Erkrankungsstadium der DOG4-Infektion in der Nahe
zu RABV-infizierten Zellen keinen wesentlichen Unterschied der Konformation von
CLDNS5 in An- bzw. Abwesenheit von ICAM1 gab, schloss sich die Frage an, inwiefern
die CLDN5-Konformationsénderung von der Prasenz von ICAM1 abhangt.

Abb. 22 verdeutlicht, dass sich im RABV-infizierten Kleinhirn in allen Gruppen das
Verhéaltnis der beiden CLDN5-Konformationen in unmittelbarer Nahe von ICAM1-
exprimierendem aktivierten Endothel in Relation zu Bereichen, in denen keine EC-
Aktivierung vorlag, von einer Uberwiegend linearen vermehrt zu einer Zig Zag-Form
veranderte. Das bedeutet, dass in Bereichen mit erhdhter transzellularer Permeabilitat
durch EC-Aktivierung eine Erhéhung der parazellularen Durchlassigkeit anzunehmen ist.
Eine Ausnahme dessen wurde im terminalen Stadium in RABV-positiven Regionen nach
Inokulation des hochpathogenen DOG4-Virus beobachtet, wo es im Vergleich zu RABV-
negativen Bereichen sogar signifikant weniger Konformationsdnderungen von CLDN5

gab.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Permeabilitdtsénderungen der Blut-Hirn-Schranke im
RABV-infizierten Kleinhirn sowohl tber Aktivierung der EC durch Hochregulation ihrer
ICAM1-Expression als auch Uber Regulationen des parazellularen Weges uber
Konformationsdnderungen  von  CLDN5  stattfanden.  Einen  unmittelbaren
Zusammenhang von CLDN5 mit einer gesteigerten ADM- bzw. RAMP2-Expression

konnte hingegen nicht direkt bestétigt werden.
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Abb. 22: Anderung des CLDN5-Zig Zag-Indexes in Abhangigkeit von der ICAM1-Prasenz nach i. m.
DOG4- (Score 2 und terminal) sowie i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.).

Dargestellt ist das Verhaltnis des CLDN5-Zig Zag-Indexes in ICAM1 IR* zu ICAM1 IR Bereichen nach
Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen CLDN5 und ICAM1 als Streudiagramm der Mittelwerte + SEM als
Linien. Die Punkte reprasentieren die Differenz zwischen dem Mittelwert des Zig Zag-Indexes von CLDN 5-
Signalen in unmittelbarer ICAM1-N&he (IR*) bzw. in dessen Abwesenheit (IR") (AZig Zag-Indexicami r = Zig
Zag-Indexicam1 r- - Zig Zag-Indexicam1 ir+) in Relation zu seinem Mittelwert in ICAM1 IR- Bereichen. n, Anzahl
der Bilder (21 — 50). Alle Bilder wurden aus Regionen der CbNcll (RABV IR*) oder des unmittelbar
angrenzenden Kleinhirnmarklagers (RABV IR") angefertigt, wobei die An- bzw. Abwesenheit von Virus durch
Immunfarbung gegen RABV RNP auf direkten Folgegewebeschnitten uberprift wurde. Mit der ROUT-
Methode (Q = 1 %) wurde ein Ausreiler detektiert und ausgeschlossen. Es folgte ein Test auf
Normalverteilung nach Shapiro-Wilk. Um Unterschiede zwischen den lokalen Verdnderungen des CLDN5-
Zig Zag-Indexes in Anwesenheit von ICAM1 und in Abhangigkeit der lokalen RABV-Anwesenheit zu
detektieren wurde ein ungepaarter T-Test fiir jede Experimentgruppe durchgefuhrt (*, p-Wert < 0,05).
Abkiirzungen: CbNcll, Kleinhirnkerne; CLDN5, Claudin 5; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3; ICAM1,
Intercellular adhesion molecule 1; IR, Immunreaktivitat; RABV, Rabiesvirus; RNP, Ribonukleoprotein; Score
2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines
Abbruchkriteriums).

7.5.3 Immunzellpassage Uber die Blut-Hirn-Schranke

Im RABV-infizierten Kleinhirn wurde also bei Erreichen erster Krankheitszeichen (Score
2) ADM vor allem in direkter RABV-Nahe, RAMP2 hingegen virusstammabhangig nach
DOG4-Inokulation hochreguliert. In Bezug auf die Blut-Hirn-Schranke zeigte sich
insgesamt eine EC-Aktivierung durch eine ICAM1-Hochregulation, die in der durch das
ADM/RAMP2-System am stérksten beeinflussbaren Kleinhirnregion, namlich der Rinde
deutlich geringer ausfiel als in den Kerngebieten. Was die parazellulare Passage uber
die Blut-Hirn-Schranke via Regulation des TJ-Proteins CLDN5 anbelangt, war in RABV
IR* Bereichen — wo eine ADM-Hochregulation gemessen wurde — im terminalen
Erkrankungsstadium nach DOGA4-Inokulation und in der Néhe von aktivierten EC
verhaltnismafig weniger Konformationsanderung von CLDN5 zu seiner Zig Zag-Form

als auRerhalb aktivierter EC festzustellen. Als Konsequenz war also in der Kleinhirnrinde
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im Score 2 weniger Immunzelldiapedese ins Hirnparenchym zu erwarten. Von Interesse
war hier au3erdem, ob ein solcher Effekt auf die Immunzelldiapedese auch im terminalen
Erkrankungsstadium der DOG4-Infektion zu sehen sein wirde. Zur Beantwortung dieser
Fragen wurde eine IHC DAB/Nickel-Farbung gegen den T-Zell-Marker CD3, sowie auf
benachbarten Gewebeschnitten gegen RABV-N durchgefiihrt. AnschlieRend wurden
jeweils die zwei benachbarten Schnitte parallel betrachtet, um eine qualitative
Auswertung der T-Zell-Diapedese vorzunehmen. Abb. 23 verdeutlicht exemplarisch den
raumlichen Zusammenhang durch die digitale Uberlagerung der im Schnitt rot
dargestellten RABV-N-Signale und die am Nachbarschnitt vorgenommenen manuellen
Markierungen von CD3-Signalen (eingezeichnete Kreise).
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Abb. 23: Représentative Darstellung von T-Zellen und RABV im Kleinhirn nach i. m. DOG4- (Score 2
und terminal) und i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.).

Es wurde eine IHC DAB/Nickel-Farbung gegen CD3 (T-Zellmarker) und RABV RNP auf benachbarten
Gewebeschnitten durchgefiihrt. Die RNP-Signale wurden durch Bildbearbeitung rot dargestellt. Die
markierten T-Zellen wurden am Mikroskop detektiert und manuell auf dem jeweiligen dazugehdrenden RNP-
Bild durch Kreise repréasentiert. Je mehr T-Zellen an einer Stelle zu erkennen waren, desto gréf3er wurde
der Radius des Kreises an der entsprechenden Stelle im RNP-Bild.

Abkirzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3;
RABV, Rabiesvirus; RNP, Ribonukleoprotein; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische
Krankheitszeichen); terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).

Nach qualitativer Analyse der Immunzelldiapedese zeigte sich, dass in gesunden
Kontrolltieren keine einzige T-Zelle im Kleinhirnparenchym detektiert werden konnte. Bei
Infektion mit DOG4 sowie F3 waren jedoch eindeutig CD3-Signale im Kleinhirn
auszumachen. Generell konnte nach Inokulation mit dem apathogenen F3-Virus eine
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starkere T-Zell-Invasion im Randbereich der Kerngebiete beobachtet werden als nach
DOG4-Inokulation. In den Kernen wurde im Ubrigen auch deutlich weniger F3-
Virusantigen nachgewiesen. In der Kleinhirnrinde waren viele RABV-Signale, jedoch
eher weniger Immunzellen nachweisbar. Wahrend der Infektion mit dem
hochpathogenen DOG4-Virus war das RABV in den Kleinhirnkernen in sehr
unterschiedlichem Ausmald detektierbar. CD3* T-Zell-Signale waren jedoch sowohl zu
Beginn als auch im terminalen Stadium der Infektion zahlreich vorhanden. In der Rinde
hingegen wurden relativ wenige RABV-infizierte Zellen und auch nur sparlich T-Zellen
im Hirnparenchym identifiziert. Auf3erdem fiel auf, dass die CD3-Signale in beiden
Kleinhirnregionen eher in Distanz von RABV-infizierten Zellen lokalisiert waren.

Um nun zu dudberprifen, ob die durch das ADM/RAMP2-System bedingten
Veranderungen der Blut-Hirn-Schranke T-Zellen vor einem Ubertritt aus dem
BlutgefalRsystem ins Hirnparenchym hinderten, wurde nach
Doppelimmunfluoreszenzfarbung gegen den T-Zellmarker CD3 und den EC-Marker
ICAML in verschiedenen Arealen des Kleinhirns die Anzahl von T-Zellen und ihre Lage
in Bezug zu BlutgefafRen dokumentiert und gezahlt (Tab. 14).

Die Quantifizierung ergab, dass die meisten T-Zellen nach F3-Inokulation nachweisbar
waren. Im terminalen Stadium der DOGA4-Infektion waren mit 165 T-Zellen mehr
Immunzellen im RABV-infizierten Kleinhirn als im Score 2 mit 144 T-Zellen. Im Bereich
der Kleinhirnkerne, wo RABV-Signal zumeist deutlich detektierbar war, zeigten sich in
allen Infektionsgruppen nur relativ wenige T-Zellen (2 % der T-Zellen in F3-Tieren, 4 %
im Score 2 und 18 % in terminal infizierten Tieren), wohingegen im angrenzenden
Marklager etwas mehr lokalisierbar waren (F3 16 %, Score 2 10 %, terminal 8 %).
DarlUber hinaus waren in allen Gruppen mit 82 % (F3), 85 % (Score 2) und 74 %
(terminal) die meisten CD3* T-Zellen im Bereich der Rinde zu messen. Insbesondere im
Stratum granulare der Kleinhirnrinde waren mit 56 % (F3), 80 % (Score 2) und 61 %
(terminal) besonders viele CD3-Signale lokalisiert. Zudem fiel auf, dass bei der F3-
Infektion der gré3te Anteil der T-Zellen (40 %) intravasal verblieb und vergleichsweise
etwas weniger T-Zellen aus dem BlutgefaRsystem Uber die Blut-Hirn-Schranke ins
Hirnparenchym austraten (31 %). Bei der DOG4-Infektion hingegen war haufiger ein
Ubertritt von T-Zellen aus den BlutgefaBen (intravasal: 19 % der T-Zellen im Score 2
bzw. 36 % im terminalen Stadium) ins Parenchym (extravasal: 57 % im Score 2 bzw. 35

% im terminalen Stadium) zu verzeichnen.

Die Ergebnisse zeigen also, dass trotz des mdglichen negativen Einflusses von ADM auf

die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke im Bereich der RABV-infizierten Kleinhirnrinde
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im Vergleich von hochpathogenem DOG4- zu apathogenem F3-Virus eine

Immunzelldiapedese stattfand.

Tab. 14: Prozentualer Anteil an intra-, juxta- und extravasalen T-Zellen im RABV-infizierten Kleinhirn

Hirnregion Bezug zu F3 DOG4 Score 2 | DOG4 terminal
Blutgefafen n =185 Zellen n = 144 Zellen n = 165 Zellen
[%] [%] [%]
Marklager Intravasal 6 4 6
Juxtavasal 5 1 1
Extravasal 5 5 1
CbNcll Intravasal 0 3 6
Juxtavasal 2 1 10
Extravasal 0 1 2
CbCtx, Intravasal 25 9 18
Stratum granulare ™ 55iavasal 16 22 14
Extravasal 15 49 29
CbCtx, Intravasal 9 3 6
Stratum moleculare Juxtavasal 6 0 2
Extravasal 11 2 3
Gesamt Intravasal 40 19 36
Juxtavasal 29 24 29
Extravasal 31 57 35

Abkirzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; F3, CVS-F3; n, Anzahl der CD3-positiven
Zellen; RABV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen); terminal,
terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).

7.5.4 Durchléssigkeit der Blut-Hirn-Schranke: Intra- und extravasales
Albumin

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass das ADM/RAMP2-System im
Rahmen der RABV-Infektion vorwiegend im Bereich der Kleinhirnrinde Effekte bedingt,
die vor allem auf eine verminderte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke hinzielen:
Weniger ICAM1-Expression wahrend der DOG4-Infektion und  weniger
Konformationsanderungen von CLDN5 im terminalen DOG4-Erkrankungsstadium.
Jedoch waren erstaunlicherweise bei der Infektion mit dem hochpathogenen DOG4-
Virus mit 57 % (Score 2) bzw. 34 % (terminal) deutlich mehr CD3" T-Zellen nach
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extravasal ins Parenchym gelangt als bei der Infektion mit dem apathogenen F3-Virus
(31 %) (vgl. Tab. 14).

Um nun zu eruieren, ob die beobachteten Effekte am Endothel, die in Zusammenhang
mit der Regulation von ADM und RAMP?2 standen, sich eher auf den Ubertritt von z. B.
I6slichen Stoffen oder Entziindungsmediatoren ins Parenchym auswirken, wurde eine
IHC DAB/Nickel-Farbung gegen das im Blut ubiquitar vorkommende Plasmaprotein
Albumin durchgefiihrt und dessen intra- (Abb. 24) und extravasale (Abb. 25) Verteilung
quantifiziert. In Abb. 26 sind reprasentative Fotos der DAB/Nickel-Farbung gegen
Albumin dargestellt.
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Abb. 24: Quantifizierung der Albumin IR* Flache in GefalRen innerhalb der Kleinhirnkerne und -rinde
nach i. m. DOG4- (Score 2 und terminal) und i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.).

Dargestellt ist der durchschnittliche prozentuale Anteil der intravasalen Albumin IR* Flache pro
Auswertungseinheit (z.B. linker Nucleus lateralis cerebelli), gemittelt aus einem bis vier Bildern, nach DOG4-
(Score 2 und terminal) und F3-Inokulation sowie in Kontrolltieren (PBS) nach IHC DAB/Nickel-Farbung
gegen Albumin (graue Kreise). Je Region und Erkrankungsstadium wurde eine Differenzierung in RABV IR*
und RABV IR Bereiche vorgenommen. Die Balken reprasentieren die Gruppenmittelwerte + SEM; n, Anzahl
der Auswertungseinheiten (2 — 20), z. B. linker Nucleus lateralis cerebelli. Mit der ROUT-Methode (Q =1 %)
wurden drei AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen. Es folgte ein Test auf Normalverteilung nach
Shapiro-Wilk, anschlieBend ein Kruskal-Wallis-Test zum Test auf Gruppenvarianzen (p-Wert < 0,0001), ein
Dunn-Test fur multiple Vergleiche zum Test auf Einfluss der Infektion selbst (DOG4 bzw. F3 vs. PBS), der
Infektionsphase (Score 2 vs. terminal), des Virusstammes zu einem vergleichbaren Zeitpunkt (terminal vs.
F38d. p.i.), der Rolle der Region (CbNcll vs. CbCtx) und der lokalen Virusanwesenheit (RABV IR vs. RABV
IR*) fur die im Kruskal-Wallis-Test detektierten Unterschiede (*, angepasster p-Wert < 0,05).

Abkurzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3; IR,
Immunreaktivitat; RABV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen);
terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).
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Abb. 25: Mittlerer Grauwert der extravasalen Albumin IR* Flache in Kleinhirnkernen und -rinde nach
i. m. DOG4- (Score 2 und terminal; i. m.) und i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.).

Dargestellt ist der mittlere Grauwert (Werte zwischen 0 (schwarze Farbung) bis 256 (keine Farbung)) des
extravasalen Parenchyms nach IHC DAB/Nickel-Farbung gegen Albumin pro Auswertungseinheit (z.B.
linker Nucleus lateralis cerebelli), gemittelt aus einem bis vier Bildern (graue Kreise), nach DOG4- (Score 2
und terminal) und F3-Inokulation sowie in Kontrolltieren (PBS). Je Region und Erkrankungsstadium wurde
eine Differenzierung in RABV IR* und RABV IR Bereiche vorgenommen. Die Balken reprasentieren die
Gruppenmittelwerte £+ SEM; n, Anzahl der Auswertungseinheiten (2 — 29), z. B. linker Nucleus lateralis
cerebelli. Mit der ROUT-Methode (Q = 1 %) wurde kein AusreiRer detektiert. Es erfolgte ein Test auf
Normalverteilung nach Shapiro-Wilk und Varianzhomogenitat nach Brown-Forsythe. Anschlieend wurde
eine Welch-ANOVA-Test zum Vergleich der Gruppenmittelwerte (p < 0,0001) sowie ein Dunnett T3-Test flr
multiple Vergleiche zum Test auf Einfluss der Infektion selbst (DOG4 bzw. F3 vs. PBS), der Infektionsphase
(Score 2 vs. terminal), des Virusstammes zu einem vergleichbaren Zeitpunkt (terminal vs. F3 8 d. p. i.), der
Rolle der Region (CbNcll vs. CbCtx) und der lokalen Virusprasenz (RABV IR vs. RABV IR*) fur die im Welch-
ANOVA-Test detektierten Unterschiede durchgefihrt (**, angepasster p-Wert < 0,01; **** angepasster p-
Wert < 0,0001).

Abkurzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3; IR,
Immunreaktivitat; RABV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen);
terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).
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Abb. 26: Intra- und extravasales Albumin in Kleinhirnkernen und -rinde nach i. m. DOG4- (Score 2
und terminal) und i. n. CVS-F3-Inokulation (8 d. p. i.) sowie in PBS-inokulierten Kontrolltieren.

Die reprasentativen Bilder der IHC DAB/Nickel-Féarbung gegen Albumin stammen aus den Datenséatzen von
Abb. 24 und 25 und wurden in RABV IR* Regionen (auRer PBS) aufgenommen. Werte links oben = exakter
Bildwert, Werte rechts oben = Durchschnittswert.

Abkirzungen: CbCtx, Kleinhirnrinde; CbNcll, Kleinhirnkerne; d. p. i., dies post infectionem; F3, CVS-F3; IR,
Immunreaktivitat; RABV, Rabiesvirus; Score 2, Stadium Score 2 (erste spezifische Krankheitszeichen);
terminal, terminales Stadium (Erreichen eines Abbruchkriteriums).

Die Ergebnisse aus Abb. 24 verdeutlichen, dass zunachst in gesunden Kontrolltieren in
der Kleinhirnrinde 15-mal mehr intravasale Albumin IR* Flache gemessen wurde als in
den Kleinhirnkernen. In allen anderen Gruppen gab es zwischen den beiden Regionen
keine relevanten Differenzen. In den Kerngebieten zeigten sich jedoch in RABV IR*
Regionen im Score 2 der DOG4-Infektion eine auffallende Zunahme des intravasalen
Albumins um das 16-Fache (p-Wert 0,0592). In der Rinde waren die intravasalen
Albuminwerte im Score 2 in etwa so hoch wie in den Kontrolltieren. Im terminalen
Stadium war dort mit einem Drittel (RABV IR*) bzw. einem Viertel der Albumin IR Flache
(RABV IR) und noch mehr bei der F3-Infektion mit weniger als einem Hundertstel
(RABV IR") der Albumin IR* Flache im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren bzw. keinem

Nachweis von IR (RABV IR") deutlich geringere Werte gemessen worden.

In beiden Regionen zeigte sich im zeitlichen Verlauf der DOG4-Infektion eine Abnahme

des intravasalen Albumins. Insgesamt fielen wahrend der DOG4-Infektion groRRere
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intravasale Albuminflachen auf als wahrend der F3-Infektion. Insofern war also im Score
2 in beiden Kleinhirnregionen der DOG4-Infektion deutlich mehr intravasales Albumin
als bei der F3-Infektion (in den Kleinhirnkernen 62-mal, in der Kleinhirnrinde Giber 57-mal
mehr) zu sehen, darliber hinaus auch ahnlich hohe Werte in der Kleinhirnrinde wie bei
den gesunden Kontrolltieren. Die Kleinhirnregion und die direkte Nahe zu RABV IR*

Bereichen schienen keinen Einfluss zu haben.

Abb. 25 ist zu entnehmen, dass die hochsten mittleren Grauwerte und somit die
geringste extravasale Albuminfarbung in gesunden Kontrolltieren zu beobachten waren
(Kerne 214,1; Rinde 213,1). Wahrend der DOG4-Infektion zeigte sich in beiden
Kleinhirnregionen im Vergleich zur Kontrollkohorte und insbesondere in den
Kerngebieten mit statistischer Signifikanz eine Zunahme an extravasalem Albumin
(entspricht einer Abnahme des mittleren Grauwertes). In den Kerngebieten lief3 sich im
Score 2 ein um 4 % und terminal ein um 3 % geringerer Grauwert messen als in der
Kontrollgruppe. In der Rinde war im Score 2 jeweils ein ca. 2 % (RABV IR* und RABV
IR"), terminal jeweils ein ca. 3 % (RABV IR" und RABV IR’ geringerer Grauwert
vorhanden. Bei der F3-Infektion zeigten sich mit jeweils 6 % geringerem mittleren
Grauwert in den Kerngebieten (RABV IR*und RABV IR") und 7 % (RABV IR*) bzw. 6 %
(RABV IRY) in der Rinde im Vergleich zu PBS-inokulierten Tieren eine noch starkere

Zunahme des extravasalen Albumins.

Der zeitliche Verlauf der DOG4-Infektion, die Nahe zu RABV IR* Regionen sowie die
raumliche Differenzierung zwischen Kerngebieten und Kleinhirnrinde schienen dabei

keine Rolle zu spielen.

Zusammenfassend konnte also festgestellt werden, dass zwar gerade zu Beginn der
symptomatischen DOG4-Infektion im Vergleich zur F3-Infektion vermehrt intravasales
Albumin innerhalb des Kleinhirns gemessen wurde, es aber gerade nach F3-Inokulation
zu einem deutlich starkeren Ubertritt von Albumin nach extravasal ins RABV-infizierte
Hirnparenchym kam. Bei der Infektion mit dem hochpathogenen DOG4-Virus hingegen
gelang sowohl zu Beginn als auch im spateren Verlauf der symptomatischen
Erkrankungsphase nur verhaltnismafig wenig Albumin tber die Blut-Hirn-Schranke ins

Hirngewebe.

Insofern zeigen die Ergebnisse insgesamt, dass innerhalb des Kleinhirns ADM in RABV-
Ndhe und RAMP2 im Rahmen der DOG4-Infektion unabhéngig vom
Erkrankungsstadium hochreguliert wurden. Gerade innerhalb der Kleinhirnrinde wurde
eine weniger starke EC-Aktivierung, festgemacht an der Expression von ICAM1, und im
Bereich der Kleinhirnkerne im terminalen  Erkrankungsstadium  weniger

Konformationsanderungen von CLDNS5 zur durchlassigeren Zig Zag-Struktur gemessen.
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Obwohl wahrend der DOG4-Infektion eine ausgepragte Immunzelldiapedese ins RABV-
infizierte Kleinhirn nachgewiesen wurde, konnte jedoch eindriicklich gezeigt werden,
dass es nach DOG4-Inokulation zu einem eindeutig geringeren Ubertritt des
Plasmaproteins Albumin ins infizierte Hirnparenchym kam als nach F3-Inokulation.
Somit kénnte also ADM vielmehr den Ubertritt von Plasmamolekiilen wie Antikorpern

oder Entziindungsmediatoren ins RABV-infizierte ZNS verringern.
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8 Diskussion

8.1 Regulation des Neuropeptids Adrenomedullin im RABV-
infizierten Hirn
In dieser Arbeit wurde zunachst der Frage nachgegangen, ob es tberhaupt im Rahmen
der RABV-Infektion eine Regulation des Neuropeptids ADM gibt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Genexpression von Adm und seiner Rezeptorkomponente Ramp2
wahrend der Infektion mit dem hochpathogenen DOG4-Virus im Maushirn, und dabei am
starksten im Kleinhirn, hochreguliert wurde. Ramp3 und Crlr zeigten hingegen keine
relevanten Expressionsveranderungen im Verlauf der DOG4-Infektion und Uber die
verschiedenen Hirnbereiche hinweg. Dartber hinaus konnte im Kleinhirn auch eine
Korrelation der Adm- und Ramp2-Expressionslevel mit der Anzahl viraler RABV-
Genome nachgewiesen werden. Nicht nur die Adm-Genexpression, sondern auch die
ADM-Proteinsekretion war im Kleinhirn sowohl in den Kerngebieten als auch in der
Kleinhirnrinde bei der DOG4-Infektion und insbesondere in direkter rAumlicher Néhe zu
RABV-infizierten Zellen erhéht. Als ADM-sezernierende Zellen wurden hauptsachlich EC
und zuséatzlich RABV-infizierte Purkinjezellen identifiziert, was dem aktuellen

wissenschaftlichen Erkenntnisstand entspricht [176].

Der weitere Fokus der Analysen wurde also auf die Regulation des Neuropeptids ADM
mit seiner Rezeptorkomponente RAMP2 im RABV-infizierten Kleinhirn und seinen
mdglichen Auswirkungen auf zwei Proteine der Blut-Hirn-Schranke gelegt, die
mafgeblich an deren Barrierefunktion beteiligt sind: ICAM1 und CLDNS. Die dariiber
regulierte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke wurde hinsichtlich der Immunzellinvasion

und des Ubertritts l6slicher Stoffe ins infizierte Hirn untersucht.

Aus der bisherigen wissenschaftlichen Literatur ist die Rolle von Neuropeptiden als
(Co-) Neurotransmitter generell, sowie auch als Regulatoren von Signalwegen in
neurotropen Virusinfektionen gut bekannt (vgl. 4.4). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass auch im Rahmen der RABV-Infektion eines dieser Neuropeptide —
ADM - hochreguliert wurde. Damit kann also der ADM-Signalweg als weiterer
Bestandteil der hocheffizienten Pathogenitdtsmechanismen des Virus angesehen

werden.

Die Untersuchung der ADM-Rezeptorkomponente RAMP2 ergab, dass die stérkste
Hochregulation der Ramp2-Genexpression auf das Vier- bis Achtfache in der
symptomatischen Phase der DOG4-Infektion im Kleinhirn vorlag. Auf Proteinebene
konnte die starkste Hochregulation insbesondere zu Beginn der symptomatischen

Phase in der Kleinhirnrinde gezeigt werden, wesentlich geringer fiel dessen Expression
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im terminalen Stadium aus, wo durch fortschreitende Beeintrachtigung des Organismus
Dysfunktionalitaten in der Proteinsynthese wahrscheinlich sind. AuRerdem konnte
wahrend der F3-Infektion sogar eher eine Herunterregulation beobachtet werden. Die
Hochregulation von RAMP2 nach der DOG4-Inokulation bestétigte sich also auf
Proteinebene, jedoch nicht in dem aus den mRNA-Untersuchungen erwarteten Ausmali3.
Diese Beobachtung war gewissermafllen zu erwarten, schlieBlich liegt dieser
wabhrscheinlich der Tatsache zugrunde, dass es zum methodischen Nachweis der ADM-
Rezeptorkomponente RAMP2 einer konstitutiven Expression und Sekretion von ADM
mit seiner nur sehr kurzen Plasmahalbwertszeit bedarf. Letztlich konnte gerade in der
Infektionsmodalitat des friihen symptomatischen Stadiums der DOG4-Infektion in der
Kleinhirnrinde vom starksten ADM/RAMP2-Signaling fir die weiteren Untersuchungen

ausgegangen werden.

Hinsichtlich der Versuchsdurchfihrungen der ADM- und RAMP2-Analysen mussen
einige methodischen Limitationen und Herausforderungen angefihrt werden:

Zur besseren Analyse der ADM-Wirkungen wahrend der RABV-Infektion ware der
Vergleich zum Adm-Knockout interessant, jedoch nicht umsetzbar, da homozygotes
Adm-Knockout nicht mit dem Leben vereinbar ist [26, 177]. Insofern wurde auf die
Expression von ADM und seine Effekte unter unterschiedlichen Infektionsbedingungen
(DOG4-Infektion in unterschiedlichen Krankheitsstadien und F3-Infektion) analysiert und

mit PBS-inokulierten Tieren verglichen.

AulRerdem muss bedacht werden, dass alle Gewebe aus einem drei Jahre zuvor
abgeschlossenen Tierversuch stammten, was zum Ausschluss einiger mRNA-Proben

aufgrund mangelhafter RNA-Qualitat bzw. zu geringer RNA-Menge flihrte.

Eine Herausforderung bei den Untersuchungen auf Proteinebene stellte insbesondere
der immunhistochemische Nachweis von ADM und RAMP2 auf den Hirnschnitten dar.
Testfarbungen auf Gewebeschnitten ADM- und RAMP2-reicher Organe wie z. B. der
Lunge mit den gleichen Antikdrpern und unter Verwendung desselben Protokolls
gelangen dabei zweifelsfrei und konnten bereits bei niedrigen VergroRerungen am
Mikroskop identifiziert werden. Im Hirngewebe musste auch nach verschiedenen
Protokolloptimierungen auf hohere VergrofRerungen zurtickgegriffen werden. Bei den
ADM-Farbungen zeigten sich so gut abgrenzbare Signale, dass diese fir die
Auswertungen der Untersuchungen verwendet werden konnten. Bei den RAMP2-
Farbungen waren die Bedingungen fir die Auswertung erschwert, da trotz
Antigendemaskierung mit  Proteinase-K-Verdau und Tyramid-Verstarkung im
Hirngewebe durchweg eine starke unspezifische Hintergrundfarbung vorhanden war. Es

konnte jedoch trotz allem eine valide quantitative Analyse der RAMP2-Proteinlevel
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durchgefuhrt werden. Ein mégliches Hindernis fur die Anfarbbarkeit der beiden Antigene
mit den verwendeten Antikdrpern konnte in der Fixierungsmethode liegen: Wo in
Testfarbungen PFA-fixiertes Gewebe verwendet wurde und klare Signale beider
Antikérper nachweisbar waren, musste fir die finalen Farbungen aufgrund der
beschrankten Probenanzahl auf mit Bouin-Hollande-Losung fixiertes Gewebe
zurtckgegriffen werden. Wahrend sich RAMP2-Signale in den vorherigen Testfarbungen
auf PFA-fixiertem Hirngewebe zwar deutlich schwécher als auf Lungengewebe
darstellten, aber dennoch vor allem im Plexus choroideus, der Pia mater und in gréf3eren
GefaRen eindeutig abgrenzbar waren, konnten diese Resultate nicht auf die
Gewebeschnitte nach Bouin-Hollande-Fixierung tbertragen werden, da das Rausch-
Signal-Verhaltnis sehr viel h6her war. Auch in einer anderen Studie wurde bereits die
Verwendung des Bouin-Hollande-Fixativs bei nachfolgender immunhistochemischen
Farbemethodik als problematisch postuliert [10]. Mdglicherweise kénnte auch Paraffin
als Einbettmedium die optimale Antigen-Antikdrper-Interaktion beeintrachtigen, indem
dadurch ggf. auch nach Entparaffinierungs- und Antigendemaskierungsschritten die

Antigene fur Antikdrper schlechter zuganglich waren.

Uber generelle Schwierigkeiten fiir den Nachweis von ADM mit immunhistochemischen
Methoden wurde in der wissenschaftlichen Literatur bereits berichtet: Neben seiner mit
22 Minuten sehr kurzen Plasmahalbwertzeit nach Sekretion [137] kénnte auch die
fehlende intrazellulare Speicherung die Qualitat der Methodik beeintréchtigen [100],
beruht doch die IHC auf einer Antikdrperbindung an konstant im Gewebe vorhandene
Antigene. Insofern bestétigte auch diese Arbeit die Hypothese, dass die IHC nur einen
Bruchteil des exprimierten ADM erfassen kann und die so quantifizierte

Proteinexpression eher unterschéatzt wird.

Dennoch konnte im friihen symptomatischen Stadium der DOG4-Infektion mehr ADM-
und RAMP2-Expression im Kleinhirn nachgewiesen werden. Daher wurde der rdaumliche
Fokus fur die weiteren Untersuchungen der ADM/RAMP2-Effekte im Kontext einer

RABV-Infektion auf das Kleinhirn gelegt.

8.2 Regulation des transzellularen Passagewegs der Blut-Hirn-
Schranke Uber Endothelzellaktivierung durch das ADM/RAMP2-
System im RABV-infizierten Kleinhirn

Fur die Einwanderung von Zellen ins ZNS ist zunachst eine Aktivierung der die Blut-Hirn-

Schranke auskleidenden EC durch die Expression von Adhédsions- und

Oberflachenproteinen wie ICAM1 notwendig. Bei dem komplexen Prozess der

transzellularen Immunzelldiapedese interagieren im Blut zirkulierende Immunzellen mit
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ICAM1, was das sogenannte Crawling an der EC-Oberflache und den weiteren
Migrationsprozess Uber die Blut-Hirn-Schranke initiiert [49, 184]. Es ist offensichtlich,
dass also eine verdnderte ICAM1-Expression Migrationsprozesse Uber die Blut-Hirn-
Schranke beeinflusst [184], so wie das im Rahmen pathophysiologischer Situationen zu
beobachten ist. Eine durch die Hochregulation von ICAM1 gesteigerte Permeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke fur Immunzellen ist nicht nur bei entziindlichen ZNS-Erkrankungen,
sondern auch bei zerebralen Virusinfektionen, wie zum Beispiel bei der experimentellen

Infektion von M&usen mit dem apathogenen RABV F3 bekannt [18, 157].

Das Neuropeptid ADM beeinflusst die Expression von ICAM1 und weiteren fur die
transzellulare Migration spezialisierten Oberflachenproteinen wie VCAM1 und Selectin
E, indem es diese supprimiert [93]. Somit kann ADM also eine entscheidende Stelle fur
Immunzellanhaftung und -diapedese uber die Blut-Hirn-Schranke negativ beeinflussen.

Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob die im friihen
symptomatischen Erkrankungsstadium der DOG4-Infektion beobachtete Regulation des
ADM/RAMP2-Systems im Kleinhirn Auswirkungen auf die dortige ICAM1-Expression der
EC und damit im Weiteren auf transzellulare Migrationsprozesse von Immunzellen tber
die Blut-Hirn-Schranke hatte. Die Grundvoraussetzung flr einen mdglichen
Zusammenhang, namlich die Expression des auto- und parakrin wirkenden

Neuropeptids ADM im Kleinhirn durch EC, konnte zunéchst als erflllt bestétigt werden.

Prinzipiell war im Kleinhirn sowohl bei der DOG4- als auch F3-Infektion eine
Hochregulation der ICAM1-Proteinexpression im Vergleich zu den gesunden
Kontrolltieren zu sehen, was auch von anderen zerebralen Virusinfektionen bekannt ist.
Dieser Effekt war in den Kleinhirnkerngebieten deutlich stérker als in der Kleinhirnrinde.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass in der parakrinen Reichweite von ADM generell
nach der RABV-Inokulation eine etwas starkere ICAM1-Hochregulation erfolgte als
aullerhalb seiner Reichweite, was zunachst widersprichlich zum aktuellen
wissenschaftlichen Erkenntnisstand erscheint [93]. Dabei gilt jedoch prinzipiell zu
bedenken, dass mehr ADM in RABV IR" Regionen vorhanden war und damit auch
innerhalb der parakrinen Reichweite von ADM eine Hochregulation von ICAM1 durch

andere hier nicht untersuchte Mechanismen des RABV begtinstigt sein kdnnten.

Betrachtet man die ICAM1-Veranderungen in unmittelbarer ADM-N&he und in RABV IR*
Kleinhirnregionen, so sieht man dort nach DOG4- und F3-Inokulation Verdnderungen
der ICAM1-Expression. Gerade im terminalen Erkrankungsstadium der DOG4-Infektion
war in Regionen mit unmittelbarer Nahe zu RABV-infizierten Zellen tendenziell eine
weniger starke Veranderung der ICAM1-Expression festgestellt worden als aul3erhalb

seiner direkten rdumlichen Nahe und als in der F3-Infektion. Diese Beobachtung
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unterstitzt die Annahme, dass ein Zusammenhang zwischen der weniger starken
ICAM1-Hochregulation im Wirkradius von ADM und dem hochpathogenen RABV

bestehen konnte.

Zusammenfassend war also generell eine erhéhte ICAM1-Expression und damit eine
Aktivierung der fUr die transzellularen Migration nétigen Oberflachenproteine auf EC der
Blut-Hirn-Schranke nach RABV-Inokulation nachweisbar. Im Bereich der Kleinhirnrinde,
wo nach den bisherigen Ergebnissen vom starksten ADM/RAMP2-Signaling gerade zu
Beginn der symptomatischen Erkrankungsphase nach DOG4-Inokulation auszugehen
ist, fielen die ICAM1-Signale schwécher aus und konnten durchaus Uber diesen
Mechanismus negativ beeinflusst worden sein. AufRerdem war zu sehen, dass eine
weniger starke Hochregulation von ICAM1 in ADM-Nahe von der direkten lokalen Nahe
zu DOG4-infizierten Zellen abhéngig sein konnte. Damit liegt der Schluss nahe, dass
das RABYV also durchaus uiber den ADM/RAMP2-Signalweg die EC-Aktivierung hemmen
und somit die transzellulare Migration von Immunzellen tber die Blut-Hirn-Schranke

verhindern konnte.

8.3 Regulation der parazellularen Permeabilitat der Blut-Hirn-
Schranke Uber Claudin 5 durch das ADM/RAMP2-System im
RABV-infizierten Kleinhirn

Die parazellulare Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke wird in erheblichem Malf3e durch

TJ-Molekille, allen voran CLDN5 [67], bestimmt. Unter pathophysiologischen

Bedingungen, wie beispielsweise entzlindlichen  ZNS-Erkrankungen oder

neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen, ist hauptsachlich eine verringerte

Cldn5-Genexpression fiur die erhdhte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke

verantwortlich [5, 20, 27, 62, 82, 139, 140]. Eine gesteigerte Durchlassigkeit der Blut-

Hirn-Schranke eréffnet dann neben dem Ubertritt von léslichen Stoffen auch Viren und

Immunzellen ihren Weg ins Hirnparenchym [79, 82]. Bei der RABV-Infektion ist bekannt,

dass lediglich die im Labor attenuierten oder apathogenen RABV-Stdmme zu einer

vermehrten Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke durch Herunterregulation der TJ Gber
inflammatorische Chemo- und Zytokine flhren, wohingegen dieser Effekt bei
hochpathogenen RABV-Stammen so nicht beobachtet wird [27]. In unserem Kontext
stellte sich die Frage, ob nach Inokulation mit dem hochpathogenen RABV neben
dessen Einfluss auf eine chemo- und zytokininduzierte verringerte Permeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke [27, 157], dieser Effekt auch durch das Neuropeptid ADM verursacht

und damit das Virus vor einer effektiven Immunantwort im Hirn geschiitzt wird.
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Auf die Beziehung von ADM auf CLDN5 wurde in der bisherigen Forschung bereits
groRe Aufmerksamkeit gelenkt. ADM verringert die parazellulare Permeabilitat und
erhoht damit die TEER, indem es die Expression von Cldn5 hochreguliert. Au3erdem
steigert es die Translokation von CLDN5 vom Zytoplasma in die Zellmembran und seine
Konformationséanderung von einer Zig Zag- in eine linearere Form [72]. RAMP2

verbessert ebenfalls die Funktionalitat der TJ und damit die endotheliale Barriere [84].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass wahrend der Infektion mit dem
hochpathogenen DOG4-Virus die Genexpression von Cldn5 im Krankheitsverlauf nach
anfanglichem Anstieg in der Inkubationsphase prinzipiell eher abnahm, ehe sie im
terminalen Erkrankungsstadium im Kleinhirn und Hirnstamm wieder anstieg. Zur
Expression von Adm und Ramp2 konnte jedoch keine Korrelation hergestellt werden,
insbesondere nicht im Kleinhirn, wo die stérkste Expression von ADM und RAMP2
nachgewiesen wurde. Dahingegen liel sich eine leichte Korrelation zu Ramp3 im Cortex
und Diencephalon/Telencephalon ohne Cortex nachweisen. Entsprechend der
bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse konnte das also darauf hinweisen, dass im
Verlauf der letalen DOG4-Infektion die Dichtigkeit der Blut-Hirn-Schranke im Kleinhirn
und Hirnstamm zunehmen koénnte. Da die Verédnderungen in der Genexpression von
Cldn5 aber entgegen der Erwartungen keine Korrelation mit Adm und Ramp2 im
Kleinhirn aufwiesen, muss davon ausgegangen werden, dass hier andere Faktoren
ursachlich sind, was aber noch nicht einen moglichen Einfluss des ADM/RAMP2-
Signalwegs auf molekulare Veranderungen des CLDN5 ausschloss. Schlie3lich sind fir
die Funktionalitat der TJ und vor allem von CLDN5 nicht ausschlie3lich dessen
Expressionslevel entscheidend, sondern vielmehr flexible posttranslationale
Modifikationen. Dazu zahlen neben dynamischen Konformationsdnderungen ihre cis-
und trans-Interaktionen mit benachbarten Claudinen sowie die Reorganisation ihrer
rdumlichen Anordnung und Interaktionen zueinander [60, 69, 113, 143, 187, 196, 197].
Gerade dies ist Grundvoraussetzung fur die komplexe Barrierefunktion der Blut-Hirn-
Schranke, bei der TJ unter gegenseitigem Einfluss standiger Veranderungen das Offnen
und Schliel3en regulieren [190, 212]. Diese dynamischen Veranderungen begrinden
sich darauf, dass TJ ihr Erscheinungsbild von einer zumeist linearen Konformation zu
einer Zig Zag-Form, auch beschrieben als ,gekrauselt’, ,gezackt' oder ,wellenférmig’,
uberfihren konnen, was teilweise auch als Vorstufe ihrer Endozytose und eines
darauffolgenden Abbaus angesehen wird [127, 143, 167, 190, 226]. Mehrheitlich wird
beim Vorliegen der Zig Zag-Form von einer erhéhten Permeabilitat der TJ ausgegangen
[95, 127]. Um die Linearitat der TJ messen zu kdnnen, wurde der Zig Zag-Index etabliert,
der die TJ-Lange zwischen zwei Verbindungspunkten durch die Lange des kirzesten

Weges zwischen diesen beiden Punkten (Euklidische Distanz) dividiert. Ein Zig Zag-
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Index von 1,0 entspricht einem komplett linearen TJ, signifikant héhere Werte gelten als

Zig Zag-Konformation [190].

Im Hinblick auf die Rolle von ADM bei CLDN5-Konformationsanderungen ist bekannt,
dass ADM bei kultivierten zerebralen mikrovaskularen EC dosisabhéangig eine CLDN5-
Umwandlung von einer Zig Zag- zu einer linearen Form bewirkt [72]. Es beeinflusst
daruber hinaus den Grad der Claudin-Phosphorylierung [87], wortiber die Funktionalitat,

Interaktion und Umlagerung der TJ reguliert werden kann [66, 181, 182].

In Bezug auf die CLDN5-Konformation konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei
der RABV-Infektion innerhalb der Kleinhirnkerne in den Bereichen, bei denen die EC
keine ICAM1 IR aufwiesen, also nicht aktiviert waren, auch eine leichte Abnahme des
durchschnittlichen Zig Zag-Indexes im Vergleich zu Bereichen mit aktiviertem Endothel
und damit eher die linearere Form von CLDNS5 vorlag. Dies deutet darauf hin, dass dort
neben der Restriktion der transzellularen Migration auch die Mdoglichkeit zur
parazellularen Passage reduziert ist. Bereiche, in denen EC ICAM1 exprimierten und
damit aktiviert waren, zeigten auch im Durchschnitt einen hoheren Zig Zag-Index.
Tendenziell war die ausgepragtere Zig Zag-Form von CLDN5 im frihen
symptomatischen Stadium der DOG4-Infektion, was die Infektionsmodalitat mit der
starksten Expression von ADM und RAMP2 war, am geringsten. Der ADM/RAMP2-
Signalweg konnte somit durchaus ein Faktor sein, der sowohl die CLDN5-

Konformationsénderungen als auch die ICAM1-Hochregulation negativ beeinflusst.

Ein Zusammenhang der beiden fir den Transport Uber die Blut-Hirn-Schranke
entscheidenden Oberflachen- und Transmembranproteine ICAM1 und CLDN5 konnte
des Weiteren dadurch gezeigt werden, dass die nachgewiesenen CLDN5-
Konformationsanderungen sogar von der Nahe aktivierter EC abhangig zu sein
schienen: In ihrer Nédhe nahm CLDN5 namlich im Mittel eine ausgepragtere Zig Zag-
Form an als auf3erhalb der Bereiche aktivierter EC, mit Ausnahme vom terminalen

Stadium der DOG4-Infektion, wo keine Abhangigkeit beobachtet werden konnte.

Zu berucksichtigen waren im Kontext der durch CLDN5 induzierten Veranderungen der
Blut-Hirn-Schranke neben der Proteinkonformation auch seine Interaktionen zueinander
und mit anderen Molekulen [17, 60, 69, 113, 143, 187, 196, 197]. Eine Untersuchung
dieser Aspekte sowie die zusatzliche Einflussnahme weiterer Faktoren auf die CLDN5-

Veranderungen waren jedoch nicht Gegenstand dieses Projektes.

Fur die Bewertung der CLDN5-Analyse muissen ebenfalls methodische Limitationen
bedacht werden. Die Analyse von Konformationsdnderungen eines Molekiils auf

Nanometerebene mittels Immunfluoreszenz sowie die Auswertung mit konfokalem Laser
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Scanning Mikroskop ist aufgrund der mit dieser Technik erreichbaren Auflosung eher als
suboptimale Methodik anzusehen. Zur adaquaten Darstellung von
Molekulveranderungen im Bereich von 20 — 200 nm ware sicherlich die Superresolution-

Mikroskopie ein geeigneteres Verfahren [127, 170Q].

Zudem muss bedacht werden, dass die Untersuchung des CLDN5-Zig Zag-Indexes im
Bereich der Kleinhirnkerngebiete und des angrenzenden Marklagers durchgefuihrt
wurde. Dort waren zundchst die meisten Veré&nderungen der zuvor analysierten
Parameter zu sehen und es gelang eine klarere Abgrenzung von RABV IR zu RABV IR
Bereichen als in der Kleinhirnrinde. Aufgrund der starkeren Expression von ADM und
RAMP2 in letzterem Bereich sind dort jedoch wahrscheinlich deutlichere Veranderungen
des Zig Zag-Indexes zu erwarten. AulRerdem ist die Vergleichbarkeit der generierten
Daten zu friiher publizierten Beobachtungen schwierig, da diese Arbeit auf einem in vivo-
Experiment beruht, wohingegen die meisten wissenschatftlichen Erkenntnisse tber die
CLDN5-Funktionalitat an Zelllinien gewonnen worden sind [141, 170, 196].

Nichtsdestoweniger konnten eindeutige Konformationsédnderungen von CLDN5 im
Rahmen der RABV-Infektion nachgewiesen werden, die in Bereichen ohne EC-
Aktivierung auch geringer ausfielen als im Bereich aktivierter EC und die durchaus von
ADM Dbeeinflussbar sein kénnten. Haben also die moglicherweise Uber das
ADM/RAMP2-System beeinflussbaren und nachgewiesenen Regulationen von CLDN5
und ICAM1 Konsequenzen fir die Permeabilitat von Immunzellen und I6éslichen Stoffen,

wie etwa VNA, Uber die Blut-Hirn-Schranke?

8.4 Immunzelldiapedese uber die Blut-Hirn-Schranke im RABV-
infizierten Kleinhirn
Immunzellen kdnnen prinzipiell sowohl trans- als auch parazellular das GefaRbett
verlassen und ins Gewebe eindringen. Wahrend ihre Diapedese in peripheren Geweben
parazellular erfolgt, Uberqueren sie die Blut-Hirn-Schranke im entziindeten ZNS
vorwiegend transzellular [50]. Bei der transzellularen Diapedese spielt das
Oberflachenprotein ICAM1 eine entscheidende Rolle [49], bei der parazellularen
Passage ist die Funktionalitat von CLDN5 der Schlisselfaktor, denn Immunzellen
konnen die Architektur der Claudine durchbrechen [215]. Letztlich ist der Transportweg
von Immunzellen Gber die Blut-Hirn-Schranke in der bisherigen wissenschaftlichen
Literatur jedoch noch nicht vollends geklart und sehr wahrscheinlich stark abh&ngig vom

jeweiligen Szenario.
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Zunachst einmal konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass allgemein im Kleinhirn und
insbesondere innerhalb der Kleinhirnkerngebiete nach RABV-Inokulation eine fir die
transzellulare Immunzelldiapedese noétige ICAM1-Hochregulation vorlag. Dort, wo die
starksten ADM/RAMP2-Signale gemessen werden konnten (frihe symptomatische
Erkrankungsphase der DOG4-Infektion in der Kleinhirnrinde), fiel die Hochregulation am
geringsten aus. Ergdnzend dazu konnte in Bereichen, in denen keine EC-Aktivierung
uber ICAM1 vorhanden war, auch nur ein geringerer Ubergang der CLDN5-
Konformation in seine durchléssigere Zig Zag-Form beobachtet und eine r&dumliche
Abhangigkeit dieser zwei Faktoren festgestellt werden.

Hinsichtlich der Auswirkungen dieser durch ADM beeinflussten Expressionsmuster von
ICAM1 und CLDNS5 konnte gezeigt werden, dass generell wahrend der Infektion mit dem
hochpathogenen DOG4-Virus weniger CD3* T-Zellen als bei Infektion mit dem
apathogenen F3-Virus im Kleinhirn vorhanden waren. Wahrend nach F3-Inokulation die
meisten RABV-Signale innerhalb der Kleinhirnrinde registriert wurden, waren die
meisten Immunzellen eher im Randbereich der Kerngebiete lokalisiert.

Dartber hinaus fallt interessanterweise auf, dass Immunzellen vor allem bei der DOG4-
Infektion im Bereich der Kerngebiete auf einen gewissen Abstand zu RABV-infizierten
Zellen gehalten wurden. Bei genauerer Betrachtung der lokalen Lagebeziehung zu
ICAM1-aktivierten EC-Zellen fiel dann jedoch auf, dass zum einen die meisten
Immunzellen im Bereich des Stratum granulosum der Kleinhirnrinde lokalisiert waren,
und zum anderen die meisten Immunzellen dennoch bei der DOG4-Infektion zu Beginn
der symptomatischen Erkrankungsphase ihren Weg aus dem GefalRbett ins
Hirnparenchym fanden, wo insgesamt nur eine sehr geringe DOG4-Viruslast vorlag und
bekanntermaf3en die Expression von ADM und RAMP2 am starksten war. Folglich muss
festgehalten werden, dass der Ubertritt von Immunzellen ins infizierte Kleinhirn trotz der
fur das Virus ginstigen Veranderungen von ICAM1 und CLDN5 nach DOG4-Inokulation
offensichtlich entgegen der Erwartungen nicht verhindert werden konnte. Vielmehr
zeigte sich paradoxerweise sogar der starkste Immunzelltibertritt ins ZNS im Bereich der
starksten ADM/RAMP2-Expression zu Beginn der symptomatischen DOG4-Infektion in
der Rinde. Unklar bleibt, ob die Immunzelldiapedese nun Uber den trans- oder aber den
parazellularen Weg ablief. Darliber hinaus erwies sich diesbeziglich vor allem die
Tatsache als interessant, dass neben einer durchaus differenzierten raumlichen
Verteilung von RABV- und CD3-Signalen Uber die verschiedenen Regionen des
Kleinhirns hinweg, Immunzellen auf Abstand zu RABV-infizierten Neuronen gehalten
wurden. Ob das ADM/RAMP2-System eventuell Effekte auf die raumliche

Distanzwahrung hatte, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt noch voéllig offen.
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Die Beurteilung der raumlichen Néhe von T-Zellen zu RABV-infizierten Neuronen sowie
der Lokalisation der CD3*-Immunzellen im Bezug zur ICAM1*-Gefallwand
(intravasal/extravasal) wurde nur an einer relativ kleinen Stichprobe durchgefiihrt, so

dass die Ergebnisse daraus hochstens als Tendenz gewertet werden sollten.

Fakt ist, dass auch nach DOG4-Inokulation eine Immunzelldiapedese ins RABV-
infizierte Kleinhirn stattfand und das Unterdriicken einer Immunzellinvasion also nicht
der entscheidende Faktor fur die hohe Pathogenitat des Wildtyp RABV zu sein scheint.
Die Beobachtung der Distanz zwischen Immunzellen und RABV IR* Neuronen wére es

aber durchaus wert, naher beleuchtet zu werden.

8.5 Ubertritt von I8slichen Stoffen Uiber die Blut-Hirn-Schranke

Nicht nur wahrend einer RABV-Infektion, sondern generell auch bei allen anderen
zerebralen Viruserkrankungen, ist fir eine effektive Immunabwehr das Zusammenspiel
von Immunzellen sowie ldslichen Faktoren wie z. B. VNA von wesentlicher Bedeutung
[76, 157]. Prinzipiell kann eine Immunantwort fiir den Organismus auch schadigender
sein als die eigentliche Virusinfektion selbst, und die Blut-Hirn-Schranke einen
Schutzfaktor darstellen [102, 157].

Zum Nachweis des Ubertritts loslicher Stoffe wurde als Marker fir den parazellularen
Transport Uber die Blut-Hirn-Schranke das ubiquitdre Plasmaprotein Albumin gewahlt
[32, 33]. Unter physiologischen Bedingungen unterliegt es dort einer streng regulierten
Transzytose Uber die EC [4], kann aber im Falle einer erhohten parazellularen
Durchlassigkeit ebenso wie l6sliche Stoffe und Immunzellen Gber den parazellularen
Weg ins ZNS gelangen [183].

In dieser Arbeit wurde zu Beginn der symptomatischen DOG4-Infektion mehr
intravasales Albumin im Kleinhirn nachgewiesen als bei der F3-Infektion. Jedoch gab es
wahrend der Infektion mit dem apathogenen F3-Virus einen deutlich starkeren Ubertritt
von Albumin aus dem Gefal3system ins Hirnparenchym. Beim hochpathogenen DOG4-
Virus dagegen trat unabhangig vom Stadium der Infektion deutlich weniger Albumin ins
ZNS uber, was auf eine geringere Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fir I6sliche
Stoffe hindeutet.

Die Ergebnisse decken sich mit den vorherigen wissenschaftlichen Erkenntnissen einer
gesteigerten Permeabilitét der Blut-Hirn-Schranke bei der Infektion mit dem
apathogenen F3-Virus und auch bei anderen Virusinfektionen, wie beispielsweise der
West-Nil-Virus- oder der Venezolanischen Pferdeenzephalomyelitis-Virus-Infektion [27,
62, 171, 205, 206]. Eine Abschottung des ZNS durch die erhdhte Dichtigkeit der Blut-
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Hirn-Schranke bei der hochpathogenen DOGA4-Infektion, wie hier durch geringere
Albuminpassage nach extravasal gezeigt, wurde ebenfalls in der wissenschaftlichen
Literatur beschrieben [114, 208].

Mit Bezug auf die Rolle von ADM fiir die Passage des l6slichen Albumins Uber die Blut-
Hirn-Schranke konnte beobachtet werden, dass unabhangig vom Stadium der DOG4-
Infektion weniger Albumin das Gefal3bett nach extravasal verlie3 und daher die mégliche
Einflussnahme des ADM/RAMP2-Systems insbesondere im frihen Erkrankungsstadium
der DOG4-Infektion durch weniger EC-Aktivierung und tendenziell mehr linearem
CLDN5 anzunehmen war. Die Zuordnung des Albumineffekts zum trans- oder
parazellularen Passageweg war methodisch nicht méglich. Zur besseren Differenzierung
missten beispielsweise Farbstoffe wie Fluorescein-Natrium bereits beim noch lebenden
Tier eingesetzt werden [72].

Dennoch konnte eine Regulation des Ubertritts loslicher Stoffe durch Veranderungen
von ICAM1 und CLDN5 als wichtige Faktoren fur die Funktionalitédt der Blut-Hirn-
Schranke unter dem mdoglichen Einfluss des ADM/RAMP2-Systems in der RABV-
Infektion nachgewiesen werden. Da jedoch die gesteigerte Dichtigkeit der Blut-Hirn-
Schranke im Bereich der Kleinhirnrinde im frihen symptomatischen Stadium der DOG4-
Infektion kein Alleinstellungsmerkmal war, sondern eine ahnlich niedrige
Albuminpassage auch in den Kernen und im fortgeschrittenen Stadium der Infektion
vorlagen, sind wahrscheinlich noch weitere Einflussfaktoren vorhanden, die es zu

identifizieren gilt.

8.6 Die besondere Rolle des Kleinhirns im RABV-infizierten Hirn

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Adm und Ramp2 wahrend der
hochpathogenen RABV-Infektion am starksten im Kleinhirn hochreguliert wurden.
Mogliche Effekte des ADM/RAMP2-Signalings kénnten in einem negativen Einfluss auf
die Hochregulation von ICAM1 und in einem geringeren Ubergang der linearen in die Zig
Zag-Konformation von CLDN5 bestehen. Sowohl in der Kleinhirnrinde als auch den
Kerngebieten zeigten sich letztlich eine verringerte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke
fur losliche Stoffe. Dahingegen fand entgegen der Erwartungen kein Ausbleiben einer
Immunzellinvasion ins infizierte Kleinhirn statt. Interessanterweise konnte zum einen
sogar gerade im Stratum granulosum der Rinde nach hochpathogener RABV-Inokulation
die starkste Immunzellinvasion und zum anderen im Kleinhirn generell die Wahrung
eines rdumlichen Abstands zwischen invadierten Immunzellen und RABV-infizierten

Neuronen beobachtet werden. Insofern scheint also die Hochregulation von ADM und
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RAMP2 im RABV-infizierten Kleinhirn also das Ausbleiben einer Immunzellinvasion nicht

zu verhindern.

Den Ergebnissen dieser Arbeit entsprechend wurde auch in der bisherigen
wissenschaftlichen Literatur von der Ausbreitung des RABV in verschiedenen
Hirnregionen wie Cortex und Kleinhirn berichtet [157]. Im Vergleich zu den anderen
Hirnregionen ist aber gerade das Kleinhirn als die Hirnregion mit den starksten
Regulationen hinsichtlich der Permeabilititsveranderungen der Blut-Hirn-Schranke
bekannt. Auflerdem ist im Kleinhirn eine verstarkte Immunzelldiapedese Uber
Hochregulation der ICAM1-Expression nach F3-Inokulation beschrieben worden [114,
157], wahrend dort eine Immunzellinvasion aufgrund der fehlenden Offnung der Blut-
Hirn-Schranke bei einer Infektion mit einem hochpathogenen RABV ausblieb. Das
Kleinhirn stellt also gerade bei letzterer einen bedeutenden und geschutzten Ort fir die
Virusreplikation und -ausbreitung dar [165]. Dass aber gerade auch das Kleinhirn
diejenige Hirnregion ist, in der nach Inokulation mit dem RABV Immunantworten
registriert werden, so wie bereits vorbeschrieben bei der F3-Infektion und in dieser Arbeit
auch bei der DOG4-Infektion, kdnnte darin begriindet sein, dass durch Immunreaktionen
verursachte Schadigungen neuronaler Strukturen im Kleinhirn vermeintlich geringere
negative Konsequenzen fir den Wirt gegeniiber Schadigungen von etwa unmittelbar
Uberlebenswichtigen Regionen des ZNS haben kdnnten. Ein neuroprotektiver
Mechanismus des RABV kodnnte also darin bestehen, selektiv eine ausgepréagte
Diapedese von Immunzellen und l6slichen Faktoren fir eine Immunabwehr im Kleinhirn

zuzulassen [157].

Vor diesem Hintergrund konnte also auch durch diese Arbeit die Rolle des Kleinhirns als
eine fur das ADM/RAMP2-System und letztlich fir Immunantworten im Verlauf der
RABV-Infektion durch Veradnderungen wichtiger Faktoren der Blut-Hirn-Schranke als
beeinflussbare Hirnregion herausgestellt werden. Neben einer verringerten
Permeabilitat fur 16sliche Stoffe, wie in etwa fur die Virusabwehr unabdingbaren VNA,
konnte eine Immunzelldiapedese nach DOGA4-Infektion interessanterweise und
entgegen bisheriger wissenschaftlicher Erkenntnisse zwar nicht verhindert werden,
jedoch besteht vielleicht ein entscheidender Pathomechanismus hinsichtlich der
zellularen Virusabwehr vielmehr darin, die invadierten Immunzellen vor dem RABV auf
Abstand zu halten. Die moglicherweise durch ADM regulierten Veranderungen der
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke sowie die selektive raumliche Diapedese von
Immunzellen im Kleinhirn kénnten also nichtsdestotrotz einen neuroprotektiven Faktor in
der RABV-Infektion darstellen.
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8.7 Ausblick

Erstmals konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass das ADM/RAMP2-System ein
moglicher Einflussfaktor fur die verringerte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke im
Rahmen der hochpathogenen RABV-Infektion durch Hemmung der ICAM1-
Hochregulation und CLDN5-Konformationsanderung im infizierten Kleinhirn sein konnte.
Daraus konnte einerseits eine verringerte Durchlassigkeit fur 16sliche Stoffe wie VNA
resultieren, die fir eine effektive Virusabwehr in Kombination mit der zellularen
Immunantwort unabdingbar sind, andererseits der Ubertritt von Immunzellen ins
infizierte Kleinhirn zwar nicht verhindert, aber durchaus diese vor RABV-infizierten Zellen

auf Abstand gehalten werden.

Diese neuen Erkenntnisse geben Anlass fir weiterfihrende Fragestellungen. Gibt es
etwa andere an der Blut-Hirn-Schranke beteiligte Faktoren, die fur den Ubertritt von
Immunzellen ins infizierte ZNS essentiell sind und die durch ADM reguliert werden
kénnen? Ein vielversprechender Ansatz liegt bei genauerer Betrachtung auf der Glia
limitans vascularis, in der beispielsweise unter physiologischen Bedingungen in den
perivaskuldaren Raum Ubergetretene Immunzellen vor einem weiteren Eindringen ins
Hirnparenchym  zuriickgehalten  werden [49], unter pathophysiologischen
inflammatorischen Bedingungen jedoch gerade nicht [15]. Auf die Funktionalitat der Glia
limitans vascularis haben verschiedene Komponenten Einfluss, von denen einige auch

unter einer ADM-Regulation zu stehen scheinen.

Die MMP9 die im perivaskularen Raum von Makrophagen exprimiert wird, kann den
Oberflachenrezeptor [B-Dystroglycan zwischen Astrozytenfortsdtzen und der
Basalmembran spalten und damit zur Offnung der Glia limitans vascularis beitragen [5].
Dariiber hinaus sind die MMP auch im Rahmen entziindlicher ZNS-Prozesse am Abbau
der TJ beteiligt [125]. Im Rahmen der RABV-Infektion erhthen attenuierte RABV-
Stdmme die Expression von MMP9 im perivaskularen Raum und schaffen damit eine
Offnung der Blut-Hirn-Schranke, was Effektoren des Immunsystems Eintritt in das
infizierte ZNS gewahrt [122]. Im Zentrum der Glia limitans vascularis befindet sich im
Ubrigen auch ADM. An der Glia limitans vascularis beteiligte Astrozyten stimulieren EC
zur ADM-Sekretion [100], was einen hemmenden Einfluss auf die MMP9 hat [83] und in

einer verminderten Offnung der Glia limitans vascularis resultiert.

Des Weiteren spielt der Decoy-Rezeptor CXCR7 fiir den Ubertritt von Immunzellen aus
dem perivaskularen Raum ins Hirnparenchym eine entscheidende Rolle [49], indem er
von EC auf der abluminalen Seite verstarkt exprimiert werden kann. Unter
physiologischen Bedingungen werden in den perivaskuldren Raum vordringende

Immunzellen Uber die Bindung ihres Transmembranrezeptorproteins CXCR4 an dem
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von EC und Astrozyten in den perivaskularen Raum sezernierten Liganden CXCL12
festgehalten. CXCR7 kann kompetitiv  CXCL12 abfangen und damit eine weitere
Passage der Immunzellen ermdglichen [49]. Interessanterweise dient der CXCR7 auch
fur ADM als Decoy-Rezeptor [106]. Daraus ergibt sich also die Frage, ob ADM CXCR7
abfangt, damit eine verlangerte Bindung der Immunzellen an CXCL12 im perivaskularen
Raum induziert und somit einen negativen Einfluss auf inr Vordringen ins RABV-infizierte
ZNS haben kénnte.

Zudem konnte das Chemokin CXCL10 einen weiteren Ansatzpunkt fur die Regulation
der Immunzelldiapedese (ber die Glia limitans vascularis durch ADM im
Zusammenhang mit einer RABV-Infektion darstellen. CXCL10 fordert die
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke, indem es zentral am Anlocken von Immunzellen
und an der Initiierung ihrer Migration Uber die Blut-Hirn-Schranke beteiligt ist [27, 28]. Im
Rahmen der apathogenen RABV-Infektion bindet das Oberflachenprotein als eines der
am friihesten exprimierten Chemokine den auf aktivierten T-Zellen befindlichen CXCR3-
Rezeptor [27, 78] und bewirkt unter anderem die Herunterregulation der TJ und damit
eine gesteigerte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke [28]. Auch CXCL10 wird durch
ADM beeinflusst, indem es dessen Produktion unterdrtickt [78]. Seine Expression wirkt
somit letztlich einer zerebralen Inflammation entgegen [156]. Es er6ffnet sich also
Spielraum fir die Erforschung eines maoglichen Zusammenhangs dieser durch ADM
regulierbaren Faktoren im Rahmen der RABV-Infektion, womit schlieRlich die
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fur Immunzellen und l8sliche Bestandteile wie

den VNA beeinflusst werden kdnnten.

Zum Schluss darf nicht vergessen werden, dass das ADM/RAMP2-System mit seiner
mdglichen Regulation der Blut-Hirn-Schranke tber ICAM1 und CLDNS5 in der RABV-

Infektion durchaus ein Ansatzpunkt flr therapeutische Entwicklungen darstellen kénnte.

Zwar gilt nicht zu Unrecht, dass die Gabe von ADM selbst durch seine kurze
Plasmahalbwertzeit fur die klinische Umsetzung unpraktikabel erscheint [84], jedoch
steht die Erforschung einer moglichen klinischen Anwendbarkeit im Rahmen von Sepsis,
der COVID-19-Pandemie und onkologischen Tumorerkrankungen bereits im Fokus
zahlreicher Studien. Dabei wurden nicht nur vielversprechende Ansatze von ADM als
diagnostischer Marker fiur Prognose und Patientenoutcome, sondern auch
Antikdrpertherapien gegen ADM erforscht, die dessen Plasmahalbwertzeit verlangern
und damit zu einer verbesserten Endothelfunktion oder antiangiogenetischen Effekten
beitragen [57, 102, 199].

Im Falle der RABV-Infektion muss beriicksichtigt werden, dass der Einfluss von ADM

spezifisch in der Blut-Hirn-Schranke gehemmt werden musste, um eine verbesserte
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Immunabwehr im ZNS zuzulassen. Eine daruberhinausgehende Dysfunktion des
Endothels durch eine ubiquitar verringerte ADM-Funktion erscheint kontraproduktiv. Ein
alternativer therapeutischer Ansatzpunkt kénnte auch im ADM-Rezeptorsystem liegen
[85]. Interessant fUr weitere Therapieoptionen fir die RABV-Infektion im Kontext
beeinflussbarer Mechanismen der Blut-Hirn-Schranke wére auch CLDNS5 als Zielstruktur
[69]. In der aktuellen Forschung wird sich dabei neben der Entwicklung erster
monoklonaler CLDN5-Antikdrper und mit CLDN5-interferierenden Stoffen [19, 68] auch
mit der weiteren Erforschung des Zusammenspiels mit Immunzellen beschéftigt. Es soll
madglich sein, dass Immunzellen fir einen leichteren Zugang zum ZNS selbst CLDN5
exprimieren und uber einen Zipper-Mechanismus mit den CLDN5-Molekulen der Blut-
Hirn-Schranke interagieren [112]. An den fir die Immunzelldiapedese bendtigten
Oberflachenproteinen der Blut-Hirn-Schranke gibt es bereits etablierte Therapien, wie
z. B. der fur die Multiple Sklerose zugelassene und am Rezeptor a4-Integrin ansetzende
Antikérper Natalizumab, der die Immunzellbindung an VCAML1 stort [48, 148].

Die Erforschung dieser neuen Fragestellungen kdnnte dazu beitragen, ein besseres
Verstandnis fir die Pathogenitatsmechanismen des RABV zu erlangen, mit denen das
Virus das Immunsystem unterwandern und damit einer effektiven Virusabwehr entgehen
kann. Die Beeinflussung der Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke stellt in jedem Fall

einen entscheidenden Faktor fur den letalen Ausgang der RABV-Infektion dar.
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9 Zusammenfassung

Die Tollwut ist immer noch eine weltweit geflrchtete und fast ausnahmslos tédlich

verlaufende Infektionskrankheit, fiir die es keine erfolgreichen Therapieoptionen gibt.

Far deren Entwicklung ist das Verstandnis zugrundeliegender

Pathogenitatsmechanismen essentiell.

Bislang ist eine Vielzahl hocheffizienter Strategien des Rabiesvirus (RABV) bekannt, mit

dem es die Immunantwort des Wirts zu seinen Gunsten beeinflusst.

Im Rahmen zerebraler Virusinfektionen werden Neuropeptide, wichtige Mediatoren fur
die Kommunikation zwischen Nerven- und Immunsystem, hochreguliert. Eines davon ist
Adrenomedullin (ADM), das antiinflammatorische Effekte und positiven Einfluss auf die
endotheliale Barrierefunktion bei bakteriellen Infektionen und Inflammation zeigt. Zudem
beeinflusst es die Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke.

Vor diesem Hintergrund konnte also die Regulation von ADM durch das RABV eine

weitere immunevasive Strategie des Virus darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern ADM bei der RABV-Infektion die

Immunevasion des Virus und die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke beeinflusst.

Dazu wurden Mause mit dem hochpathogenen RABV-Stamm DOG4 i. m. sowie dem
apathogenen RABV-Stamm CVS-F3i. n. inokuliert. Mit RNA aus dem zu verschiedenen
Zeitpunkten der Erkrankung gewonnenen Hirngewebe wurde mittels quantitativer
Echtzeit PCR eine Genexpressionsanalyse von Adm und seinen Rezeptorkomponenten
durchgefiihrt. AuBerdem wurde die Proteinexpression von ADM und seiner
Rezeptorkomponente Receptor activity-modifying protein (RAMP) 2 sowie die am
restriktiven Transport Uber die Blut-Hirn-Schranke beteiligten Komponenten Intercellular
adhesion molecule (ICAM) 1 und Claudin (CLDN) 5 mit immunhistochemischer und
Doppelimmunfluoreszenzfarbung dargestellt. Zusatzlich wurde der Ubertritt von CD3-
markierten T-Zellen und dem Plasmaprotein Albumin ins RABV-infizierte Kleinhirn

untersucht.

Nach der Inokulation des hochpathogenen DOG4 zeigte sich im Kleinhirn eine
Hochregulation von ADM und seiner Rezeptorkomponente RAMP2. Aul3erdem fanden
sich Hinweise fur einen moglichen hemmenden Einfluss von ADM auf die Hochregulation
von ICAM1 sowie fiir einen verringerten Ubergang der CLDN5-Konformation in seine
durchlassigere Zig Zag-Form. Wahrend es nach DOG4-Inokulation zu eindeutig weniger

Plasmaproteinibertritt ins infizierte Kleinhirn kam, blieb eine Invasion von Immunzellen

- 108 -



Zusammenfassung

nicht aus. Jedoch fanden sich diese interessanterweise nur in einer gewissen raumlichen

Distanz und nie im direkten Kontakt zu RABV-infizierten Neuronen.

Zusammenfassend konnte ADM also durchaus eine Rolle hinsichtlich einer
unterdrickten bzw. verminderten Immunantwort spielen. Neben dem verringerten
Ubertritt von Plasmaproteinen ins ZNS erscheint vor allem der Effekt der
Distanzwahrung vor eingewanderten Immunzellen interessant und bedarf weiterer

Erforschung.
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10 Summary

Rabies still is a fatal virus infection that is feared worldwide, especially since successful
treatment options are lacking.

Understanding its underlying pathogenic mechanisms is essential for the development
of effective therapeutics.

So far, numerous highly efficient strategies of the rabies virus (RABV) are known, with
which it influences the immune response of the host in its favor.

In the context of cerebral viral infections, neuropeptides, important mediators for the
communication between the nervous and immune systems, are upregulated. One of
them is adrenomedullin (ADM), which shows anti-inflammatory effects and a positive
influence on the endothelial barrier function in bacterial infections and inflammation. It
also favors the maintenance of the blood-brain barrier.

In this context, the regulation of ADM by RABV could represent a yet unknown immune
evasive strategy of the virus.

The present study investigated if RABV-induced ADM exerts influence on immune
evasion and the permeability of the blood-brain barrier in RABV infection.

For this purpose, mice were inoculated i. m. with the highly pathogenic RABV strain
DOG4 or i. n. with the apathogenic RABV strain CVS-F3. Brain tissue was harvested at
different time points after inoculation and real-time gPCR was performed for gene
expression analysis of ADM and its receptor components. Furthermore, the protein
expression of ADM and its receptor component receptor activity-modifying protein
(RAMP) 2, as well as intercellular adhesion molecule (ICAM) 1 and claudin (CLDN) 5,
components involved in the restrictive transport across the blood-brain barrier, was
analyzed with immunohistochemical and double immunofluorescence staining. In
addition, the transfer of T cells and the plasmaprotein albumin into the RABV-infected
cerebellum was examined.

After inoculation of the highly pathogenic DOG4 ADM and RAMP2 were upregulated in
the cerebellum. Moreover, evidence was found for a possible inhibitory influence of ADM
on the upregulation of ICAM1, as well as for a reduced transition of CLDNS5 into its more
permeable zig zag conformation. While there was significantly less leakage of
plasmaprotein into the infected cerebellum after DOG4 inoculation than after F3
inoculation, invasion of immune cells was present in both settings. Interestingly,
however, the T cells were found only at a certain spatial distance from RABV-infected
neurons and not in direct contact to them.

In summary, the regulation of ADM in RABV infection could well favor the absence of an

immune response. In addition to the reduced transfer of plasmaproteins into the CNS,
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the effect of maintaining a distance from invading immune cells is particularly of interest

and requires further research.
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12 Anhang
12.1 Macros

12.1.1 Anzahl immunreaktiver
ADM-Signale

#@ File(label="Choose ND2", style="file") file
from ij import 1J
from loci.plugins import BF
from loci.plugins.in import ImporterOptions
from ij.io import FileSaver
from ij.process import ImageConverter
from ij import 13, WindowManager
from ij.plugin.frame import RoiManager
from ij.gui import OvalRoi
from ij.measure import ResultsTable
from java.io import File
file = file.getAbsolutePath()
# file = "/E6590b_62_4 Adm ICAM-1 Med re.nd2"
imagetitles = WindowManager.getimageTitles()
for imagetitle in imagetitles:
img = WindowManager.getimage(imagetitle)
img.close()
rm = RoiManager.getinstance()
if not rm:
rm = RoiManager()
rm.reset()
options = ImporterOptions()
options.setColorMode(ImporterOptions. COLOR_MOD
E_GRAYSCALE)
options.setSplitChannels(True)
options.setld(file)
imps = BF.openimagePlus(options)
c0 = imps[0].getTitle()
cl = imps[1].getTitle()
for imp in imps:
imp.show()
1J.run("Merge Channels...", "c1=[%s] c2=[%s] create
keep" % (c1, c0))
merge = 1J.getimage()
1J.run("Flatten")
flatten = 1J.getimage()
1J.run("Images to Stack", "name=Stack title=[] use
keep")
stack = 1J.getimage()
1J.run("Make Montage...", "columns=3 rows=1
scale=0.25")
montage = |J.getimage()
montagefile = file.replace(".nd2", *_montage.tif")
fs = FileSaver(montage)
fs.saveAsTiff(montagefile)
merge.close()
flatten.close()
stack.close()
montage.close()
for imp in imps:
conv = ImageConverter(imp)
conv.convertToGray8()
conv.setDoScaling(True)
1J.selectWindow(c0)
1J.setAutoThreshold(imps[0], "Yen dark")
#// ROl Adm Yen in C=0 — Measure)
1J.run("Analyze Particles...", "size=0.003-Infinity
show=Masks display summarize in_situ");
1J.run("Create Selection");
1J.run("Make Inverse");
rm.runCommand("Add")
roi = rm.rename(0, "Adm Yen")
1J.run("Find Maxima...", "prominence=10 output=List");
maximafile = file.replace(".nd2","_maxima.csv")
results = ResultsTable.getResultsTable()
results.save(maximafile)

# 1J.saveAs("Results", maximafile)
rm.runCommand("Show All");
X = results.getColumn(0)
y = results.getColumn(1)
for idx, (x, y) in enumerate(zip(x, y)):
if x<112 or x+112>2048 or y<112 or
y+112>2048:
continue
roi = OvalRoi(x-112.5, y-112.5, 225, 225)
rm.addRoi(roi)
rm.rename(rm.getCount()-1, "%d - %d" % (X,
)
rm.runCommand("Combine")
rm.runCommand("Add")
rm.rename(rm.getCount()-1, "Adm ROIs combined")
rm.select(rm.getCount()-1)
13.run("Make Inverse");
rm.runCommand("Add")
rm.rename(rm.getCount()-1, "Adm ROls inverse")
1J.selectWindow(c1)
1J.run("Select All");
1J.run("Measure");
for idx in range(1, rm.getCount()):
rm.select(idx)
1J.run("Measure")
#//C=1 image Signale als ROI anlegen und messen
13.run("Select None");
1J.setAutoThreshold(imps[1], “Triangle dark")
1J.run("Create Selection")
rm.runCommand("Add")
rm.rename(rm.getCount()-1, "lcam1 Triangle")
rm.runCommand("Measure")
# //C=1 image Signale freistellen und alle Maxima-
ROls einzeln, kombiniert und invertiert messen
1J.setAutoThreshold(imps[1], “Triangle dark")
1J.run("Convert to Mask", "background=Dark");
1J.run("Select All")
1J.run("Measure")
for idx in range(1, rm.getCount()):
rm.select(idx)
1J.run("Measure")
# /1J.selectWindow(c0)
# lIrm.select(0)
# /1 J.run("Measure");
# IIResults Table speichern
resultsfile = file.replace(".nd2","_results.csv")
results = ResultsTable.getResultsTable()
results.save(resultsfile)
roifile = file.replace(".nd2","_RoiSet.zip")
rm.runCommand("Save", roifile)
# //Adm Yen rot, Maxima-ROls gelb,
roiManager("Show All"), Icam1 Yen durch Auswaehlen
hellblau)

12.1.2 Immunreaktive Flache von
ADM

/I "Montagen" - adjust directory ("path ="..."")
open();

/I In the Open Ul select/check the following: View
Stack with Hyperstack; Color Mode Default; Split
channels

fileName = File.nameWithoutExtension;

path = "Pfad einfigen";

/I Generating green-red-merge panel from green-red
channel images:

selectimage(1);

rename("C2");

selectimage(2);
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rename("C1");
run("Images to Stack", "name=Stack title=[] keep");
run("Merge Channels...", "c1=[C1] c2=[C2] keep");
selectWindow("Stack");
close();
selectWindow("RGB");
run(“Images to Stack", "name=Stack title=[] keep");
run("Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=1
border=5");
saveAs('tiff", path + fileName +
" _Montage_Original.tif");
close();
selectWindow("Stack");
close();
selectimage("C1");
close();
selectimage("C2");
close();
/I Preparing settings for the following measurements:
run("Set Measurements...", "area area_fraction limit
display redirect=None decimal=2");
run("Colors...", "foreground=white background=black
selection=magenta");
run("Smooth", "stack");
run("Split Channels");
selectimage(1);
rename("C2");
selectimage(2);
rename("C1");
selectimage(3);
close();
/I Generating a Channel 1 image (Adm) with
subtracted background:
selectimage("C1");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Create Selection");
run("Make Inverse");
getStatistics(area, mean);
Clbg=mean;
print("C1-background: ",C1bg);
run("Select None");
run("Subtract...", "value="+C1bg);
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Create Selection");
setBackgroundColor(0, 0, 0);
run("Clear Outside");
run("Enhance Contrast...", "saturated=0.1 equalize");
run("Duplicate...", "titte=Adm");
/I Generating a Channel 2 image (RNMAS) with
subtracted background:
selectimage("C2");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Create Selection");
run("Make Inverse");
getStatistics(area, mean);
C2bg=mean;
print("C2-background: ",C2bg);
run("Select None");
run("Subtract...", "value="+C2bg);
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Create Selection");
setBackgroundColor(0, 0, 0); run("Clear Outside");
run("Enhance Contrast...", "saturated=0.1 equalize");
run("Duplicate...”, "title=RNMAS");
/I Generating a Montage with the images without
background
run("Concatenate...", " titte=merge image1=RNMAS
image2=Adm");
run("Make Composite", "display=Composite");
run("Flatten");
selectWindow("C1");
selectWindow("C2");
selectWindow("merge (RGB)");
rename("merge");
run("Images to Stack",
"name=Substracted_Background title=[] keep");

run("Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=1
border=5");

saveAs("tiff", path + fileName +
"_Montage_Substracted _Background.tif");
close();
selectWindow("Substracted_Background");
close();

selectWindow("merge");

close();

/I Segmentation of C1 (Adm)
selectWindow("C1");

run("Select None");

run("Duplicate...", "title=thresholded1");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Duplicate...", "titte=Adm");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Convert to Mask");

run("Watershed");

run("Analyze Particles...", "size=0.003-25
circularity=0.00-1.00 show=Masks summarize");
rename("Mask_Adm");
selectWindow("thresholded1");

close();

selectWindow("Adm");

close();

/I Segmentation of C2 (RNMAS)
selectWindow("C2");

run("Select None");

run("Duplicate...", "title=thresholded2");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Duplicate...", "title=RNMAS");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Convert to Mask");

run("Measure");

rename("Mask_RNMAS");

run(“Invert");
selectWindow("thresholded2");

close();

selectWindow("C1");

close();

selectWindow("C2");

close();

run("Images to Stack", "name=Stack title=[] ");
run("Make Montage...", "columns=2 rows=1 scale=1
border=5");

saveAs("tiff", path + fileName +

" Montage_Masked.tif");

run("Close All");

12.1.3 Immunreaktive Flache von
RAMP2

/I "Montagen" - adjust directory ("path ="..."")
open();

/I'In the Open Ul select/check the following: View
Stack with Hyperstack; Color Mode Default; Split
channels

fileName = File.nameWithoutExtension;

/I Generating green-red-merge panel from green-red
channel images:

selectimage(1);

rename("C2");

selectimage(2);

rename("C1");

run("lmages to Stack”, "name=Stack title=[] keep");
run("Merge Channels...", "c1=[C1] c2=[C2] keep");
selectWindow("Stack");

close();

selectWindow("RGB");

run("Images to Stack", "name=Stack title=[] keep");
run("Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=1
border=5");

saveAs("tiff", path + fileName +
"_Montage_Original.tif");
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close();

selectWindow("Stack");

close();

selectimage("C1");

close();

selectimage("C2");

close();

/I Preparing settings for the following measurements:
run("Set Measurements...", "area mean min
area_fraction display redirect=None decimal=2");
run(“Colors...", "foreground=white background=black
selection=magenta");

run("Smooth", "stack");

run("Split Channels");

selectimage(1);

rename("C2");

selectimage(2);

rename("C1");

selectimage(3);

close();

selectimage("C2");

run("Duplicate...", "title=lcam1");

/I Generating a Channel 1 image (RAMP2) with
subtracted background:

selectimage("C1");

setAutoThreshold("Yen dark");

run("Create Selection");

run("Make Inverse");

getStatistics(area, mean);

Clbg=mean;

print("C1-background: ",C1bg);

run("Select None");

run("Subtract...", "value="+C1bg);
setAutoThreshold("Yen dark");

run("Create Selection");

setBackgroundColor(0, 0, 0);

run("Clear Outside");

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.1 equalize");
run("Duplicate...", "title=RAMP2");

/I Generating a Montage with the images without
background

run("Concatenate...", " titte=merge image1=RAMP2
image2=Icam1");

run("Make Composite", "display=Composite");
run("Flatten");

selectWindow("C1");

selectWindow("C2");

selectWindow("merge (RGB)");
rename("merge");

run("Images to Stack",
"name=Substracted_Background title=[] keep");
run("Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=1
border=5");

saveAs('tiff", path + fileName +
"_Montage_Substracted _Background.tif*);
close();
selectWindow("Substracted_Background");
close();

selectWindow("merge");

close();

/I Segmentation of C1 (RAMP2)
selectWindow("C1");

run("Select None");

run("Duplicate...", "title=thresholded1");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Duplicate...", "titte=RAMP2");
setAutoThreshold("Yen dark");

run("Convert to Mask");

run("Watershed");

run("Analyze Particles...", "size=0.003-25
circularity=0.00-1.00 show=Masks summarize");
rename("Mask_RAMP2");

saveAs("tiff", path + "Mask_RAMP2.tif");
close();

selectWindow("thresholded1");

close();

selectWindow("RAMP2");

close();

/I Segmentation of C2 (ICAM1)
selectWindow("C2");

run("Select None");

run("Duplicate...", "title=thresholded2");
setAutoThreshold("Triangle dark");
run("Duplicate...", "title=ICAM1");
setAutoThreshold("Triangle dark");
run("Convert to Mask");

run("Analyze Particles...", "size=0.3-infinity
circularity=0.00-1.00 show=Masks summarize");
run("Create Selection");
roiManager("Add");

roiManager("Select", 0);
roiManager("Rename", "ICAM1+ Vessels");
run("Make Inverse");
roiManager("Update");
rename("Mask_ICAM1");

saveAs("tiff", path + "Mask_ICAML.tif");
close();

selectWindow("thresholded2");

close();

selectWindow("ICAM1");

close();

selectWindow("C2");
roiManager("Deselect");
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");

/I Finishing up

selectWindow("C1");

close();

selectWindow("C2");

close();

run("Close All");

open(path + "Mask_RAMP2.tif");
open(path + "Mask_ICAML.tif");
run("Images to Stack", "name=Stack title=[]");
run("Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=1
border=5");

saveAs("tiff", path + fileName +
"_Montage_Masks+ROls.tif");

close();

selectWindow("Stack");

close()

run("Close All");

12.1.4 Anzahl immunreaktiver
RAMP2-Signale

/I "Montagen" - adjust directory ("path ="..."")
open();

/I'In the Open Ul select/check the following: View
Stack with Hyperstack; Color Mode Default; Split
channels

fileName = File.nameWithoutExtension;

/I Generating green-red-merge panel from green-red
channel images:

selectimage(1);

rename("C2");

selectimage(2);

rename("C1");

run("lmages to Stack”, "name=Stack title=[] keep");
run("Merge Channels...", "c1=[C1] c2=[C2] keep");
selectWindow("Stack");

close();

selectWindow("RGB");

run("Images to Stack", "name=Stack title=[] keep");
run("Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=1
border=5");

saveAs("tiff", path + fileName +
"_Montage_Original.tif");
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close();

selectWindow("Stack");

close();

selectimage("C1");

close();

selectimage("C2");

close();

/I Preparing settings for the following measurements:
run("Set Measurements...", "area area_fraction limit
display redirect=None decimal=2");
run(“Colors...", "foreground=white background=black
selection=magenta");

run("Smooth", "stack");

run("Split Channels");

selectimage(1);

rename("C2");

selectimage(2);

rename("C1");

selectimage(3);

close();

/I Generating a Channel 1 image (RAMP2) with
subtracted background:

selectimage("C1");

setAutoThreshold("Yen dark");

run("Create Selection");

run("Make Inverse");

getStatistics(area, mean);

Clbg=mean;

print("C1-background: ",C1bg);

run("Select None");

run("Subtract...", "value="+C1bg);
setAutoThreshold("Yen dark");

run("Create Selection");

setBackgroundColor(0, 0, 0);

run("Clear Outside");

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.1 equalize");
run("Duplicate...", "title=RAMP2");

/I Generating a Channel 2 image (RNMAS) with
subtracted background:

selectimage("C2");

setAutoThreshold("Yen dark");

run("Create Selection");

run("Make Inverse");

getStatistics(area, mean);

C2bg=mean;

print("C2-background: ",C2bg);

run("Select None");

run("Subtract...", "value="+C2bg);
setAutoThreshold("Yen dark");

run("Create Selection");

setBackgroundColor(0, 0, 0);

run("Clear Outside");

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.1 equalize");
run("Duplicate...", "title=RNMAS");

/I Generating a Montage with the images without
background

run("Concatenate...", " titte=merge image1=RNMAS
image2=RAMP2");

run("Make Composite", "display=Composite");
run("Flatten");

selectWindow("C1");

selectWindow("C2");

selectWindow("merge (RGB)");
rename("merge");

run("Images to Stack",
"name=Substracted_Background title=[] keep");
run(*Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=1
border=5");

saveAs('tiff", path + fileName +
"_Montage_Substracted _Background.tif*);
close();
selectWindow("Substracted_Background");
close();

selectWindow("merge");

close();

/I Segmentation of C1 (RAMP2)

selectWindow("C1");

run("Select None");

run("Duplicate...", "title=thresholded1");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Duplicate...", "titte=RAMP2");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Convert to Mask");
run("Watershed");

run("Analyze Particles...", "size=0.003-25
circularity=0.00-1.00 show=Masks summarize");
rename("Mask_RAMP2");
selectWindow("thresholded1");

close();

selectWindow("RAMP2");

close();

/I Segmentation of C2 (RNMAS)
selectWindow("C2");

run("Select None");

run("Duplicate...", "title=thresholded2");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Duplicate...", "title=RNMAS");
setAutoThreshold("Yen dark");
run("Convert to Mask");

run("Measure");
rename("Mask_RNMAS");

run("Invert");
selectWindow("thresholded2");

close();

selectWindow("C1");

close();

selectWindow("C2");

close();

run("Images to Stack", "name=Stack title=[] ");
run("Make Montage...", "columns=2 rows=1 scale=1
border=5");

saveAs("tiff", path + fileName +
"_Montage_Masked.tif");

run("Close All");

12.1.5 Intravasales Albumin in der
Kleinhirnrinde

/IStratum moleculare selektieren, zum ROl Manager
hinzufiigen

/I Stratum granulare selektieren, zum ROI Manager
hinzufiigen

Iljetzt Skript laufen lassen

/I in 8-Bit Schwarzweil3-Bild konvertieren
run("Select None");

run("8-bit");

/I Mal3stab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Rename", "Mol");

roiManager("Select", 0);

run("Measure");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Rename"”, "Gran");
roiManager("Select", 1);

run("Measure");

run("Select None");

run("Duplicate...", " ");

/I Triangle-Threshold Maske zur Selektion der
positiven Gefalze

setAutoThreshold("Triangle");
setOption("BlackBackground", true);

run("Convert to Mask");

/I Entfernen aller Segmente mit einer Flache kleiner 20

gum

-123 -



Anhang

run("Analyze Particles...", "size=20-Infinity um
show=Masks in_situ");

run("Convert to Mask");

/I In den Roi-Manager als "Positive Vessels"
run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Rename", "Positive Vessels");
run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,2));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 3);
roiManager("Rename", "Positive Vessels in Mol");
roiManager("Select", 3);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", newArray(1,2));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 4);
roiManager("Rename", "Positive Vessels in Gran");
roiManager("Select", 4);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,3));
roiManager("XOR");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 5);
roiManager("Rename", "Mol w/o positive vessels");
roiManager("Select", 5);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", newArray(1,4));
roiManager("XOR");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 6);
roiManager("Rename", "Gran w/o positive vessels");
roiManager("Select", 6);

run("Measure");

run("Select None");

run("Select None");

roiManager("Select", 6);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 5);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 4);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 3);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 1);
roiManager("Delete");

roiManager("Select”, 0);
roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.6 Intravasales Albumin in
Kleinhirnrinde und -kernen

/IGewebe selektieren und mit "t* zum ROl Manager
hinzufiigen

/I Block des Skripts laufen lassen

/l in 8-Bit Schwarzweil3-Bild konvertieren
run("Select None");

run("8-bit");

/l MaRstab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Rename", "Tissue");
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

run("Duplicate...", " ");

/I Triangle-Threshold Maske zur Selektion der
positiven Gefal3e

setAutoThreshold("Triangle");
setOption("BlackBackground", true);
run("Convert to Mask");

/I Entfernen aller Segmente mit einer Flache kleiner 20
qum

run("Analyze Particles...", "size=20-Infinity um
show=Masks in_situ");

run("Convert to Mask");

/I In den Roi-Manager als "Positive Vessels"
run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Rename", "Positive Vessels");
/Imussen falsch-positive Gefal3e ausgeschlossen
werden?

/IMaske und ROI evtl nacharbeiten, dann zweiten
Block des Skripts ablaufen lassen

run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,1));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);

roiManager("Rename", "Positive Vessels in Tissue");
roiManager("Select", 2);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,2));
roiManager("XOR");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 3);

roiManager("Rename", "Tissue w/o positive vessels");
roiManager("Select", 3);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", 3);

roiManager("Delete");

roiManager("Select", 2);

roiManager("Delete");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Delete");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.7 ICAM1-Flache in der
Kleinhirnrinde: Schema 1

/IStratum moleculare selektieren, zum ROl Manager
hinzufiigen

/I Stratum granulare selektieren, zum ROl Manager
hinzufiigen

/I Skript laufen lassen

/l'in 8-Bit Schwarzweil3-Bild konvertieren
run("Select None");

run("8-bit");

/I Mal3stab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Rename", "Tissue");
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

run("Select None");

run("Duplicate...", " ");

/ISelektion der Icam1l ir-positiven Flache
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setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");
roiManager("Add");
roiManager("Select", 1);
roiManager("Rename", "lcaml ir+ Flache");
run("Select None");
roiManager("Select", newArray(0,1));
roiManager("AND");
roiManager("Add");
roiManager("Select", 2);
roiManager("Rename", "lcaml ir+ Flache in Tissue");
roiManager("Select", 2);
run("Measure");

run("Select None");
roiManager("Select", 2);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 1);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.8 ICAM1-Flache in

Kleinhirnrinde und -kernen:

Schema 1

/IGewebe selektieren und mit "t" zum ROI Manager
hinzufiigen

/I ersten Block des Skripts laufen lassen

/I in 8-Bit Schwarzwei3-Bild konvertieren
run("Select None");

run("8-bit");

/I MaRRstab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " );

roiManager("Select", 0);

roiManager("Rename", "Tissue");
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

run("Duplicate...", " );

/ISelektion der Icam1 ir-positiven Flache
setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Rename”, "Icaml ir+ Flache");
run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,1));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);

roiManager("Rename”, "Icaml ir+ in Tissue");
roiManager("Select", 2);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", 2);

roiManager("Delete");

roiManager("Select”, 1);

roiManager("Delete");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.9 ICAM1-Flache in
Kleinhirnrinde und -kernen:
Schema 2

/IGewebe selektieren und mit "t" zum ROl Manager
hinzufiigen

Iljetzt ersten Block des Skripts laufen lassen
/lin 8-Bit Schwarzweil3-Bild konvertieren
run("Brightness/Contrast...");
setMinAndMax(-190, 325);

run("Select None");

run("8-bit");

/I Maf3stab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);
roiManager("Rename", "Tissue");
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

run("Duplicate...", " ");

//Selektion der Icam1 ir-positiven Flache
setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 1);
roiManager("Rename", "lcam1 ir+ Flache");
run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,1));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Rename", "Icaml ir+ in Tissue");
roiManager("Select", 2);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 1);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.10 RNP in der
Kleinhirnrinde: Schema 1

/IStratum moleculare selektieren, zum ROl Manager
hinzufiigen

/I Stratum granulare selektieren, zum ROl Manager
hinzufiigen

/I Skript laufen lassen

/I 'in 8-Bit Schwarzweil3-Bild konvertieren
run("Select None");

run("8-bit");

/I Mal3stab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Rename", "Mol");

roiManager("Select", 0);

run("Measure");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Rename", "Gran");
roiManager("Select", 1);

run("Measure");
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run("Select None");

run("Duplicate...", " ");

/ISelektion der RNP ir-positiven Flache
setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");
roiManager("Add");
roiManager("Select", 2);
roiManager("Rename", "RNP ir+ Flache");
run("Select None");
roiManager("Select", newArray(0,2));
roiManager("AND");
roiManager("Add");
roiManager("Select", 3);
roiManager("Rename", "RNP ir+ Flache in Mol");
roiManager("Select", 3);
run("Measure");

run("Select None");
roiManager("Select", newArray(1,2));
roiManager("AND");
roiManager("Add");
roiManager("Select", 4);
roiManager("Rename", "RNP ir+ Flache in Gran");
roiManager("Select", 4);
run("Measure");

run("Select None");
roiManager("Select", 4);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 3);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 2);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 1);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.11 RNP in der
Kleinhirnrinde: Schema 2

//Stratum moleculare selektieren, zum ROI Manager
hinzufligen

/I Stratum granulare selektieren, zum ROI Manager
hinzufligen

/I Skript laufen lassen

/l'in 8-Bit SchwarzweiR-Bild konvertieren
run("Select None");

run("8-bit");

/I Mal3stab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " );

roiManager("Select”, 0);

roiManager("Rename", "Mol");

roiManager("Select", 0);

run("Measure");

roiManager("Select”, 1);

roiManager("Rename", "Gran");
roiManager("Select”, 1);

run("Measure");

run("Select None");

run("Duplicate...", " ");

/ISelektion der RNP ir-positiven Flache
setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);

roiManager("Rename", "RNP ir+ Flache");
run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,2));

roiManager("AND");
roiManager("Add");
roiManager("Select", 3);
roiManager("Rename", "RNP ir+ Flache in Mol");
roiManager("Select", 3);
run("Measure");

run("Select None");
roiManager("Select", newArray(1,2));
roiManager("AND");
roiManager("Add");
roiManager("Select", 4);
roiManager("Rename", "RNP ir+ Flache in Gran");
roiManager("Select", 4);
run("Measure");

run("Select None");
roiManager("Select", 4);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 3);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 2);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 1);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.12 RNP in
Kleinhirnrinde und -kernen:
Schema 1

/IGewebe selektieren und mit "t" zum ROI Manager
hinzufiigen

/I ersten Block des Skripts laufen lassen

/I in 8-Bit Schwarzwei3-Bild konvertieren
run("Brightness/Contrast...");
setMinAndMax(-220, 325);

run("Select None");

run("8-bit");

/I Maf3stab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);
roiManager("Rename", "Tissue");
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

run("Duplicate...”, " ");

/ISelektion der RNP ir-positiven Flache
setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 1);
roiManager("Rename"”, "RNP ir+ Flache");
run("Select None");

roiManager("Select”, newArray(0,1));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Rename”, "RNP ir+ in Tissue");
roiManager("Select", 2);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 1);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");

run("Close All")
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12.1.13 RNP in

Kleinhirnrinde und -kernen:

Schema 2

//Gewebe selektieren und mit "t" zum ROI Manager
hinzufiigen

/I ersten Block des Skripts laufen lassen

/l'in 8-Bit Schwarzwei3-Bild konvertieren
run("Select None");

run("8-bit");

/I MaRRstab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Rename", "Tissue");
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

run("Duplicate...", " ");

/ISelektion der RNP ir-positiven Flache
setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Rename", "RNP ir+ Flache");
run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,1));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);

roiManager("Rename", "RNP ir+ in Tissue");
roiManager("Select", 2);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", 2);

roiManager("Delete");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Delete");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.14 RNP in

Kleinhirnrinde und -kernen:

Schema 3

/IGewebe selektieren und mit "t* zum ROl Manager
hinzufugen

/I ersten Block des Skripts laufen lassen

/l in 8-Bit Schwarzweil3-Bild konvertieren
run("Brightness/Contrast...");

setMinAndMax(-190, 325);

run("Select None");

run("8-bit");

/I MaRRstab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Rename", "Tissue");
roiManager("Select”, 0);

run("Measure");

run("Duplicate...", " ");

//Selektion der RNP ir-positiven Flache
setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 1);
roiManager("Rename", "RNP ir+ Flache");
run("Select None");

roiManager("Select", newArray(0,1));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Rename", "RNP ir+ in Tissue");
roiManager("Select", 2);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 1);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");

run("Close All")

12.1.15 RNP in
Kleinhirnrinde und -kernen:
Schema 4

/IGewebe selektieren und mit "t" zum ROI Manager
hinzufiigen

/I ersten Block des Skripts laufen lassen
/lin 8-Bit Schwarzwei3-Bild konvertieren
run("Brightness/Contrast...");
setMinAndMax(-220, 325);

run("Select None");

run("8-bit");

/I Maf3stab anpassen und Messparameter festlegen
run("Set Scale...", "distance=215 known=20 pixel=1
unit=um");

run("Set Measurements...", "area mean standard min
display redirect=None decimal=3");
//Arbeitskopie...

run("Duplicate...", " ");

roiManager("Select", 0);
roiManager("Rename", "Tissue");
roiManager("Select", 0);

run("Measure");

run("Duplicate...”, " ");

//Selektion der RNP ir-positiven Flache
setThreshold(0, 170);

run("Convert to Mask");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 1);
roiManager("Rename"”, "RNP ir+ Flache");
run("Select None");

/I close();

roiManager("Select”, newArray(0,1));
roiManager("AND");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Rename", "RNP ir+ in Tissue");
roiManager("Select", 2);

run("Measure");

run("Select None");

roiManager("Select", 2);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 1);
roiManager("Delete");

roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");

run("Close All")
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12.2 Workflow der Signal-Quantifizierung von RABV RNP und ICAM1

E6606a_6_2 i M1 max viral load
Aleg” - Oy
Sl T » B o
&9 g
> - ¥
o .y s
- & 4 , o
< Y e s A i
- -

M3811b_95_3 li Med max ICAM-1 ir

[(abel TArea_pm*
[(ynOhJ 6_2 li M1-1.tif Tissue 79297.973

E6606a_6_2 li M1-1tf RNP ir+ in Tissue 4154.072
1. Bild skalieren
2. Gewebe als ROI definieren und Flache messen T HenoresReTaTs s s
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12.3 Workflow der Signal-Quantifizierung von intra- und
extravasalem Albumin
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12.4 Workflow Claudin 5-Auswertung

Icam1-Cy3 Cld5-A488Cldn5 A488 C=0
Process/SmoothAnalyze/Histogram

erste Ebene, bei der der Peak des Histogramms in der Peak-Range lag
letzte Ebene, bei der der Peak des Histogramms in der Peak-Range lag
Maximum und Peak-Range identifizieren

Close Histogram

Analyze/Histogram... Live: bei welchen Ebenen ist der Peak in der gerade identifizierten Peak-Range?
Image/Stack/Tools/Slice Keeper... stabile Ebenen eingeben, Increment 1
Dateiname und first slice/last slice in Exceldatai eintragen

Original C=0 schlieRen, reduzierten Stack speichern, dann schlieRen
Icam-1 C=1: (Cy3)

ICAM1-positive ROI definieren

Process/Smooth

Image/Stack/Tools/Slice Keeper... gleiche Ebenen eingeben wie bei Cldn5,
Increment 1

Original C=1 schlieRen, reduzierten Stack speichern, dann schlieRen
reduzierten Icam1-Stack 6ffnen

Image/Adjust/Threshold... Apply...OK

Binary-Stack Ebene fur Ebene durchgehen

Claudin-5 skeletonisieren

Ebene 1 auswahlen, "

0" = create selection

"t" = Add to Manager

Image/Stacks/Next slice,

"0" = create selection "t" = Add to Manager

...wiederholen bis zur letzten Ebene

ROls sichern

alles schliel3en

reduzierten Cldn5-Stack &ffnen

Image/Adjust/Threshold... Apply...Apply...OK
Plugins/Skeleton/Skeleton 2D/3D

ICAM-1 positive ROI analysieren

Analyze/Skeleton/Analyze Skeleton 2D/3D

Sichern: "Branch information" mit Bilddateiname und "Cldn5 gesamt"
Skeleton-Stack speichern

alles schliel3en

Skeleton-Stack &ffnen

gespeicherte ROI 6ffnen

Stack-Ebenen nacheinander durchgehen und im ROl Manager auf die dazugehdrige ROI klicken, dann jeweils
Edit/Clear outside, dabei nicht Stack prozessieren

Ebene 1 auswéhlen, auf ROI 0001-... klicken, "6" = clear outside
Image/Stacks/Next slice,

auf ROI 0001-... klicken, "6" = clear outside

ICAM-1 negative ROI analysieren

...wiederholen bis zur letzten Ebene

Edit/Selection/Select None

Analyze/Skeleton/Analyze Skeleton (2D/3D)

Sichern: "Branch information" mit Bilddateiname und "Cldn5 Icam1+"
alles schlieBen (bearbeiteten Skeleton-Stack nicht speichern)
Skeleton-Stack &ffnen

gespeicherte ROI 6ffnen

Stack-Ebenen nacheinander durchgehen und im ROI Manager auf die dazugehdrige ROI klicken, dann jeweils
Edit/Clear, dabei nicht Stack prozessieren

Ebene 1 auswahlen,

auf ROI 0001-... klicken, "8" = clear

Image/Stacks/Next slice,

auf ROI 0001-... klicken, "8" = clear

...wiederholen bis zur letzten Ebene

Edit/Selection/Select None

Analyze/Skeleton/Analyze Skeleton (2D/3D)

Sichern: "Branch information" mit Bilddateiname und "Cldn5 Icam1-"
alles schlieRen (bearbeiteten Skeleton-Stack nicht speichern)
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12.5 Curriculum vitae
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