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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Prionerkrankungen

1.1.1 Historische Einfithrung

Prionerkrankungen sind neurodegenerative Leiden des Menschen und des Tiers, die 1. d. R.
nach einer jahrelangen Inkubationszeit und einigen Monaten Krankheitsdauer obligat letal
verlaufen. Beim Menschen treten sie typischerweise im mittleren bis hoheren Lebensalter
auf (Mumenthaler und Mattle 2008). Nach dem derzeitigen medizinischen Stand sind keine
Therapiemoglichkeiten bekannt (Knight 2000). Die Erkrankungshdufigkeit liegt bei etwa
einem Fall auf eine Million Einwohner pro Jahr weltweit (Delasnerie-Laupretre et al. 1995;
Will et al. 1998). Die fur die gesamte Nomenklatur in diesem Bereich maligebende
Prionkrankheit ist die Scrapie oder Traberkrankheit der Schafe und Ziegen, deren
Vorkommen bereits seit 1732 bekannt ist (McGowan 1922). Neuropathologische
Auffalligkeiten von an Scrapie erkrankten Schafen wurden zum ersten Mal im Jahr 1898
gefunden (Besnoit und Morel 1898; Cassirer 1898). Im Laufe des 20. Jahrhunderts wurden
weitere veterinidre Prionkrankheiten bekannt. Grofle gesellschaftspolitische Bedeutung
brachte die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) mit sich, die 1986 erstmals in
GroBbritannien diagnostiziert wurde (Wells et al. 1987) und deren Autkommen auf die
Verwendung kontaminierten Tierfutters zuriickgefuhrt wird (Wilesmith et al. 1988;
Wilesmith et al. 1991). Ferner sind die feline spongiforme Enzephalopathie der Katzen
(Wyatt et al. 1990), die transmissible Enzephalopathie (fransmissible mink encepablopathy,
TME) der Nerze (Hartsough und Burger 1965) sowie die ,,chronisch zehrende Krankheit*
(¢hronic wasting disease, CWD) der Hirsche (Williams und Young 1980) zu nennen. Von der
heute als Creutzfeldt-Jakob-Krankheit  (Creutzgfeldt-Jakob  disease, CJD) bekannten
Prionerkrankung des Menschen berichteten in den 20er Jahren des letzten Jahrhunderts
erstmals die beiden deutschen Neurologen Hans Gerhard Creutzfeldt und Alfons Jakob
unabhingig voneinander (Creutzfeldt 1920; Jakob 1921). Heute wird bei der CJD eine
sporadische (sCJD) von der familidren (fCJD) sowie von akquirierten Formen
unterschieden. Letztere entstehen im Fall der iatrogenen CJD (iCJD) durch medizinische
Unfille in Form von kontaminierten neurochirurgischen Instrumenten (Bernoulli et al.
1977; Gibbs et al. 1994), Hornhauttransplantaten (Manuelidis et al. 1977; Lang et al. 1998),
Dura  mater-Transplantaten  (Lang et al. 1998, Brown et al. 2000) oder
Hypophysenhormonpriparaten (Brown et al. 2000). Die neue Variante der CJD (vCJD)
hingegen entwickelte sich in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts in GroBbritannien
aller Wahrscheinlichkeit nach durch eine Ubertragung der BSE auf den Menschen infolge
einer Nahrungsmittelexposition (Will et al. 1996; Bruce et al. 1997). Mit tber 80 % aller
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Krankheitsfalle ist die sporadische Form weitaus die haufigste (Will et al. 1998). Weitere
humane Prionkrankheiten sind das Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS)
(Gerstmann et al. 1936) und die letale familidre Insomnie (fatal familial insomnia, FFI)
(Lugaresi et al. 1986), die beide genetischer Natur sind. Aus medizinhistorischer Sicht von
besonderer Bedeutung ist Kuru (Gajdusek und Zigas 1957). Hierbei handelt es sich um
eine Epidemie, die im 20. Jahrhundert in dem auf Papua Neuguinea lebenden, urtiimlichen
Volksstamm der Fore aufgetreten ist und deren Entstehung bald mit dem Praktizieren
eines rituellen Endokannibalismus in Zusammenhang gebracht wurde (Mathews et al.
1968). Klatzo et al. (1959) beschrieb zusammen mit Gajdusek und Zigas die pathologischen
Charakteristika in den Gehirnen von an Kuru Verstorbenen u. a. im Sinne von Vakuolen
und Plaque-dhnlichen Strukturen. Noch in demselben Jahr erkannte Hadlow (1959) die
neuropathologischen Gemeinsamkeiten von Scrapie und Kuru. Scrapie wurde bereits
erstmals im spiten 18. Jahrhundert als ansteckend beschrieben (Leopoldt 1759). Der
experimentelle Nachweis fiir diese Ubertragbarkeit gelang jedoch erst Ende der 30er Jahre
des vergangenen Jahrhunderts (Cuillé und Chelle 1938). Gajdusek et al. (1966) gelang
schlieBlich auch die experimentelle Ubertragung von Kuru auf Schimpansen. Dies war der
erste Beleg fiir die Ubertragbarkeit einer humanen Prionkrankheit. Kurz darauf
wiederholten Gibbs et al. (1968) diesen Versuchsaufbau bei der CJD und bewiesen so auch
deren  Ubertragbarkeit. Eben diese definierende Eigenschaft der genannten
Krankheitsbilder prigte den Begriff ,,transmissible spongiforme Enzephalopathien® (TSE),
womit auch auf das durch Vakuolenbildung schwammartige Erscheinungsbild als eines der
mikroskopischen Hauptmerkmale des Gehirngewebes von Betroffenen hingewiesen wird
(Masters und Richardson 1978). Der Terminus ,,Prionkrankheiten® hingegen benennt den
dieser Transmissibilitit zugrundeliegenden Erreger, tber dessen Natur jedoch zunichst

noch nichts bekannt war.

1.1.2 Die verschiedenen Erregerhypothesen

In den 50er Jahren vermutete man hinter diesen neurologischen Erkrankungen sog. siow
virus infections, also einen viralen Erreger mit besonders langer Inkubationszeit. Der Begriff
war durch Sigurdsson (1954) eingefithrt worden, welcher insbesondere Scrapie dieser
Gruppe von Erkrankungen zugeordnet hatte. Diese und verwandte Vorstellungen
(Dickinson und Outram 1988) wurden bis zuletzt von einigen wenigen Wissenschaftlern
vertreten (Diringer et al. 1994; Manuelidis 1994). In Anlehnung an die von Klatzo et al.
(1959) dargestellten Plaques und deren Ahnlichkeit zu amyloiden Aggregaten wurde der
Begriff der ,jinfektiosen Amyloidose® (Brown et al. 1991; Gajdusek 1996) entwickelt,
welcher die TSE als tibertragbare Proteinaggregationskrankheiten von den nicht infektiésen
dieser Art, wie beispielsweise dem Morbus (M.) Alzheimer, unterscheiden sollte. Mit dem
Ausdruck der ,,Virus-induzierten Amyloidose® (Diringer et al. 1988) fand dieses Konzept
eine gedankliche Verbindung mit der Virus-Hypothese. Den im Verlauf beschriebenen, fiir

Viren untypischen Higenschaften des infektiosen Agens von TSE trigt der Begriff des
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,unkonventionellen Virus® (Diringer et al. 1994) Rechnung. So zeigten Alper et al. (1967),
dass der Scrapieerreger durch Behandlung mit UV-Strahlung nicht inaktiviert werden
konnte — ein Nukleinsidure iblicherweise schadigendes Verfahren. Auch gegeniiber
ionisierender Strahlung besteht eine aulergewdhnlich hohe Resistenz (Gibbs et al. 1978).
Es sind mithilfe verschiedener Methoden auch zahlreiche direkte Versuche zum Nachweis
einer Scrapie-spezifischen Nukleinsdure unternommen worden, die jedoch allesamt keinen
richtungsweisenden Befund ergaben (German et al. 1985; Duguid et al. 1988; Oesch et al.
1988; Akowitz et al. 1990; Duguid und Dinauer 1990; Murdoch et al. 1990). Entsprechend
wurden auflerdem Experimente durchgefihrt, um das Vorhandensein einer solchen
Nukleinsdure auszuschlieBen. Auch dies gelang nicht definitiv, sondern ihre mogliche
Existenz wurde nur mit gro3en Einschrankungen versehen. Als stirkstes Gegenargument
ergab sich die unplausibel geringe Grof3e der potentiellen Nukleinsaure (Meyer et al. 1991;
Kellings et al. 1992). Weiterhin sprach fur die auBlergew6hnliche Natur des Erregers seine
ausgepragte Thermostabilitit (Taylor et al. 1998; Taylor 1999) sowie die Resistenz
gegentiber herkémmlichen Verfahren zur chemischen Desinfektion (Brown et al. 1982).
Insbesondere schien das Scrapie-Agens ausdriicklich nukleinsidureschadigenden Substanzen
zu widerstehen, wohingegen es durch proteinmodifizierende Behandlung inaktiviert wurde
(Diener et al. 1982). Diese Ergebnisse aus der Gruppe um den amerikanischen Neurologen
und Biochemiker Stanley Prusiner berticksichtigt inzwischen die sog. protein-only-Hypothese,
wonach der Erreger eine Nukleinsiure-freie, ausschlieflliche Proteinnatur innehat. Dieser
erhielt daher in Abgrenzung zu bisher bekannten krankheitserregenden Mikroorganismen
den Namen ,,Prion” als Akronym fur proteinaceons infections particle (Prusiner 1982). Die
Fachwelt stand der Prionhypothese von Prusiner zunichst skeptisch gegentber, da ein
Erreger ohne eine wie auch immer geartete eigene Erbsubstanz fur viele noch nicht
vorstellbar war. Im Jahr 1997 wurde Prusiner schlieflich fiir seine Arbeit mit dem

Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet.

1.1.3 Eigenschaften und Replikationsmechanismen von Prionen

Auch das im Rahmen der Prionhypothese konkret verantwortliche Protein konnte in der
Gruppe von Prusiner identifiziert werden (Bolton et al. 1982). Wie sich spiter herausstellte,
handelte es sich bei diesem Prion-Protein (PrP) um eine pathogene Variante des
physiologischerweise vorkommenden, auch als PrP¢ (fir cellular) bezeichneten, Proteins (s.
1.1.5). Die pathogene Form wird analog PrP* (fir Scrapie) genannt. Der entscheidende
Unterschied der gesunden und der pathogenen Form liegt, bei gleicher zugrunde liegender
Aminosiuresequenz (Basler et al. 1986), in ihrer Konformation. Das PrP¢ zeigt als
Sekundirstrukturelement Gberwiegend Alpha-Helices, wohingegen das PrP* vorwiegend
aus Beta-Faltblatt-Strukturen besteht (Pan et al. 1993). Mit diesem Uberwiegen der Beta-
sheets in der raumlichen Struktur gehen weitere bedeutende Eigenschaften des PrP* einher:
Es zeigt eine Tendenz zur Aggregatbildung (Prusiner et al. 1983) sowie eine relative

Resistenz gegentiber dem Enzym-Verdau durch Proteinase K (PK). Wihrend das
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physiologische PrP durch PK-Verdau vollstindig abgebaut werden kann, bleibt im Fall des
fehlgefalteten PrP ein resistentes Fragment bestehen (PrPres). Diesen nach limitierter PK-
Proteolyse von PrP* entstehenden, noch immer die Krankheit utbertragenden
Proteinabschnitt nennt man PrP  27-30, entsprechend dem verbleibenden
Molekulargewicht, welches in Abhingigkeit von der Glykosylierung zwischen 27 und
30 kDa liegt (Bolton et al. 1982; McKinley et al. 1983; Meyer et al. 1986). Mehrere
Molukile PrP 27-30 lagern sich zu unloslichen Amyloid-dhnlichen Strukturen zusammen,
auch als Prion-rods oder Scrapie-assoziierte Fibrillen bezeichnet (Merz et al. 1981; McKinley
et al. 1980).

Die weitere Aufklirung der Erregernatur fihrte durch die vielschichtige Wirkung, die von
Prionen ausgehen kann, zum Verstindnis der unterschiedlichen Erscheinungsformen
dieser Gruppe von Krankheiten: Der erste und entscheidende Schritt im
Erkrankungsprozess ist die Umfaltung von PrP® in PrP* — sei es bedingt durch einen noch
nicht niher verstandenen spontanen Prozess (sporadische Formen), durch die Induktion
von inokuliertem PrP* (akquirierte Formen) oder durch eine Mutation des physiologischen
PrP, welche eine Umfaltung begiinstigt (genetische Formen) (Tagliavini et al. 1994). In
jedem Fall stellte sich die Frage nach einem Replikationsmechanismus des pathogenen
Agens. Hierfiir wurden im Wesentlichen zwei theoretische Modelle entwickelt: Das
Heterodimer-Modell nach Prusiner (1991) postuliert die Bildung eines Heterodimers,
bestehend aus PrP¢ und PrP*, worauf — vergleichbar einer enzymatischen Reaktion — die
Umwandlung von PrP° in PrP* und damit eine exponentielle Produktion von PrP* folgt.
Eine alternative Vorstellung beschreibt das Modell der linearen Kiristallisation bzw. seeding-
Modell (Jarrett und Lansbury 1993). Dieses orientiert sich an den Prinzipien von
geschwindigkeitsbestimmender Nukleation und anschlieSender Polymerisation im Rahmen
der Amyloid-Formation, vergleichbar dem Prozess bei M. Alzheimer (Come et al. 1993;
Caughey et al. 1995).

1.1.4 Das Prinzip der Erregerstimme

Bei der Passage von Scrapie in Ziegen lieBen sich klinisch erstmals zwei Syndrome
voneinander abgrenzen (Pattison und Millson 1961). Hierfir kann die Existenz
verschiedener Erregerstimme verantwortlich gemacht werden, welche also konstant mit
nur geringer Abweichung in der Lage sind, ihre charakteristischen Figenschaften zu
Ubertragen. Thre Entstehung lie8 sich auch durch Passage der TME im Hamster
beobachten. Sie wurden hier als syper (HY) und drowsy (DY) bezeichnet und unterschieden
sich in Klinik, Inkubationszeit, neuropathologischem Lisionsprofil, relativer Resistenz
gegeniiber PK-Verdau sowie ihrem Wirtsspektrum (Bessen und Marsh 1992a; Bessen und
Marsh 1992b). Auch im Rahmen der Passage von Scrapie in Miusen wurden solche
stammspezifischen Unterschiede beziiglich histopathologischer Parameter offenkundig
(Fraser und Dickinson 1973). Nach ublichem Verstindnis erforderten diese

Zusammenhinge das Vorhandensein einer mutationsfihigen Nukleinsiure (Bruce und
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Dickinson 1987). Die auf der protein-only-Hypothese fullende Erklirung fiir dieses
Phinomen besteht abermals in dem Vorhandensein mehrerer Proteinkonformationen, in
diesem Fall des PrP*, welche letzteres zu einer nicht-genetischen Replikation befihigen
(Bessen et al. 1995; Telling et al. 1996; Safar et al. 1998). Die Vorstellung ist, dass sich der
individuelle Phinotyp immer aus einem Wechselspiel zwischen Stamm-kodierenden
Erregereigenschaften und dem genetischen Hintergrund des Empfingers ergibt (Bruce et
al. 1991). Diese komplexe Interaktion und wechselseitige Beeinflussung kann bis zur
Entstehung neuer Stimme beim Wechsel der Wirtstierspezies reichen (Kimberlin et al.
1987).

Auch bei humanen Prionkrankheiten sind verschiedene Erregerstimme entdeckt worden.
Parchi et al. (1996) beschrieb fir die sCJD zwei Typen (1 und 2) des PrP*, die sich bei
gelelektrophoretischer  Auftrennung nach PK-Verdau in  dem Gewicht ihres
deglykosylierten Fragments unterscheiden. Bei Typ 1 betrigt dieses 20,5 kDa, bei Typ 2
18,7 kDa. Spiter konnte mittels Protein-Sequenzierung gezeigt werden, dass dieser
Gewichtsunterschied durch verschiedene N-terminale Spaltstellen beim PK-Verdau erklirt
werden kann. Diese findet sich bei Typ 1 an Position 82 und bei Typ 2 an Position 97
(Parchi et al. 2000). Durch Kombination dieser Einteilung in Typ 1 und 2 mit dem
sogenannten Codon-129-Polymorphismus konnte die sCJD systematisch klassifiziert
werden: An Aminosaureposition 129 des PrP findet sich entweder Methionin (M) oder
Valin (V). Es existieren entsprechend die sechs Varianten MM1, MM2, MV1, MV2, VV1
und VV2, die mit den vielfiltigen klinischen und neuropathologischen
Erscheinungsformen der Erkrankung in mafBigeblichem Zusammenhang stehen (Parchi et
al. 1999). Eine Homozygotie beztglich dieser beiden Allele, und zwar insbesondere eine
Methionin-Homozygotie, pridisponiert fur die Entwicklung einer sCJD im Allgemeinen
(Palmer et al. 1991; Laplanche et al. 1994; Salvatore et al. 1994; Windl et al. 1996). Von der
vCJD waren lange Zeit sogar nur Triger der MM-Homozygotie betroffen (Zeidler et al.
1997a). Erst kiirzlich wurde nun auch ein heterozygoter Fall bekannt (Mok et al. 2017).
Ahnliches gilt fiir die iCJD (Brown et al. 1994; Deslys et al. 1994), wobei hier eine Valin-
Homozygotie die grolere Rolle zu spielen scheint (Collinge et al. 1991). Der Einfluss des
Codon-129-Polymorphismus reicht so weit, dass er, vor dem Hintergrund einer Asn178-
Mutation desselben Allels, dartiber entscheidet, ob sich phianotypisch im Fall von Valin
eine fCJD bzw. im Fall von Methionin die FFI entwickelt (Goldfarb et al. 1992).

1.1.5 Das physiologische Prion-Protein

Das dem PrP zugrunde liegende Gen ist im Genom des Wirtes kodiert und wird auch unter
physiologischen Bedingungen in vielen Organen exprimiert (Oesch et al. 1985). Die
héchsten Konzentrationen finden sich hierbei in Neuronen (Kretzschmar et al. 1986) und
Gliazellen (Moser et al. 1995), aber auch ein Vorkommen u. a. in Herz, Skelettmuskel,
Lunge, Gastrointestinaltrakt, Milz, Gonaden (Bendheim et al. 1992) sowie Lymphozyten
(Cashman et al. 1990) und Monozyten (Dodelet und Cashman 1998) ist beschrieben. Beim
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Menschen als PRNP (Prup beim Tier) bezeichnet, ist dieses Gen hier auf dem Chromosom
20 lokalisiert (Sparkes et al. 1986). Das PRINP-Gen unterteilt sich in zwei Exons und ein
dazwischen liegendes Intron, wobei sich die gesamte Protein-kodierende Sequenz (sog. gpen
reading frame) auf dem Exon 2 befindet (Puckett et al. 1991). An dem Protein finden sich
verschiedene posttranslationale Modifikationen. Uber einen Glykosylphosphatidylinositol-
Anker ist es an der Zelloberfliche positioniert (Stahl et al. 1987). Ferner existieren zwei
potentielle Asparagin-gebundene Glykosylierungsstellen an Position 181 und 197 (Endo et
al. 1989). Die Aufklirung der dreidimensionalen Struktur des PrP erfolgte in den 90er
Jahren mithilfe der Kernresonanz-Spektroskopie. Das gesamte Protein unterteilt sich in
eine gefaltete C-terminale Domine mit drei Alpha-Helices und einem Beta-shee sowie das
nur geringfiigig strukturierte, hoch flexible N-terminale Segment (Riek et al. 1996; Riek et
al. 1997).

Trotz seiner herausragenden Bedeutung fiir die Pathophysiologie von TSE ist nur wenig
tber die physiologische Funktion des PrP bekannt. Sowohl seine ubiquitire Expression im
gesunden Organismus als auch das hohe Mal3 seiner evolutioniren Konservierung im
Vergleich verschiedener Spezies (Schitzl et al. 1995) lassen jedoch eine solche vermuten.
PrP-£nock-ont-Miuse zeigen allerdings phinotypisch keinerlei Auffilligkeiten (Bueler et al.
1992; Manson et al. 1994). Eine biologische Bedeutung von PrP¢ wird diskutiert fir den
synaptosomalen Kupfermetabolismus (Brown et al. 1997b; Pauly und Harris 1998; Herms
und Kretzschmar 2001), die Resistenz gegeniiber oxidativem Stress (Brown et al. 1997a)
sowie die Neuroprotektion unter hypoxischen Bedingungen (McLennan et al. 2004; Weise
et al. 2004). Ferner konnte fiir dieses Protein die Méglichkeit eines axonalen Transports in
antero- und retrograder Richtung sowie im peripheren (PNS) und zentralen Nervensystem
(ZNS) gezeigt werden (Borchelt et al. 1994; Moya et al. 2004).

1.1.6 Pathologie, Klinik und Diagnostik humaner Prionkrankheiten
Als Creutzfeldt (1920) und Jakob (1921) zu Beginn der 20er Jahre des letzten Jahrhunderts

erstmals iiber die heute nach ihnen benannte Erkrankung berichteten, war es ihnen trotz
vieler Gemeinsamkeiten mit bereits beschriebenen Krankheitsbildern nicht méglich,
dieselbe definitiv einzuordnen. Als naheliegende klinische Differenzialdiagnose nannten
beide Autoren die Multiple Sklerose aufgrund sich uberschneidender Symptome wie
Spastik, positiver Babinski-Reflex, fehlende Bauchhautreflexe, Ataxie, Doppelbilder,
Intentionstremor und skandierende Sprache. Creutzfeldt (1920) konnte bei seiner Patientin
ferner tber einen ,,Patellar- und Fu3klonus® (S. 2) berichten. Ausfithrlich dokumentierte er
auch den psychiatrischen Befund der jungen Frau, wodurch u. a. das Vorliegen einer
demenziellen Entwicklung deutlich wird: ,,Die Prafung der intellektuellen Leistungen ergibt
eine Beschrinkung auf die einfachsten Dinge.” (S. 3) Die Patientin ist ,,zeitlich und 6rtlich
nicht orientiert” (S. 2). Jakob (1921) erkannte in seiner Verdffentlichung die grof3e
Ahnlichkeit seiner Beobachtungen mit jenen, die von Creutzfeldt ein Jahr zuvor publiziert

worden waren, und gruppierte das bislang unbekannte Krankheitsbild zwischen den
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»spastischen  Systemerkrankungen® (S.  145) und den ,stridr lokalisierten
Krankheitsprozessen® (S. 145) ein. Er brachte damit zum Ausdruck, dass ,die im
Vordergrunde stehende Erkrankung des Pyramidensystems® (S. 145) von extrapyramidaler
Symptomatik begleitet werden kann. Im Zuge dessen prigte er auch den Begriff
»spastische Pseudosklerose® (S. 145).

Aufbauend auf einer Klassifikation von Masters et al. (1979) gelten heute folgende
Diagnosekriterien: Das Vorliegen der Erkrankung ist wahrscheinlich, wenn — bei Bestehen
einer progressiven Demenz von weniger als zwei Jahren Dauer — der Patient wenigstens
zwei der folgenden vier klinischen Phidnomene prisentiert: 1. Myklonien, 2. Visuelle
und/oder zetrebellire Symptome, 3. Pyramidale und/oder extrapyramidale Zeichen, 4.
Akinetischen Mutismus und au3erdem typische EEG-Verianderungen im Sinne sog. periodic
sharp and slow wave complexes und/oder der Nachweis des neuronalen Destruktionsmarkers
14-3-3-Protein im Liquor vorliegen (Zerr et al. 2000). Definitiv kann die Diagnose der CJD
bzw. einer Prionkrankheit nur neuropathologisch gesichert werden, zumeist postmortal im
Rahmen einer Obduktion. Den methodischen Standard stellt in diesem Zusammenhang die
Immunhistochemie (IHC) mit anti-PrP-Antikérpern  zur  Sichtbarmachung  der
fehlgefalteten Proteinaggregate in der Lichtmikroskopie dar (Kretzschmar et al. 1996).
Letztere sind das einzig bekannte Krankheitsspezifikum und kénnen sich je nach Subtyp
der Erkrankung in ganz unterschiedlicher Form wund Lokalisation prasentieren
(Kretzschmar 2001). Auch Creutzfeldt und Jakob hatten Autopsien an ihren Patienten
durchgefiihrt, und auf diese Weise den Versuch unternommen, die Krankheit zusitzlich
neuropathologisch zu charakterisieren. Dabei erkannten sie bereits zwei ganz wesentliche,
wenn auch recht unspezifische histologische Kennzeichen dieser Gruppe von
Erkrankungen: den ausgeprigten Nervenzellverlust, gefolgt von einer reaktiven Gliose.
Creutzfeldt (1920) beschrieb den Befund an einer Stelle als einen ,,herdférmigen Untergang
des Nervengewebes der GroBhirnrinde mit Neuronophagie und reparatorischer
Gliawucherung® (8. 17). Jakob (1921) schlug aufgrund des histologischen
Erscheinungsbildes eine weitere Bezeichnung fur das neue Krankheitsbild vor:
»Encephalomyelopathie mit disseminierten Degenerationsherden® (S. 145). Zur Erklirung
heil3t es: ,,So ist der Auffassung des Prozesses als eines rein degenerativen im Gegensatz zu
den entziindlichen Rechnung getragen und die Diffusitit der Verinderungen mit dem
verstreuten Auftreten der charakteristischen herdférmigen Ausfille betont. (S. 145)

Die beschriebenen Diagnosekriterien von Zerr et al. (2000) beziechen sich streng
genommen nur auf die sCJD als weitaus haufigsten Subtypen der Erkrankung. Klinisch
unterscheidet sich insbesondere die vCJD hiervon deutlich (Zeidler et al. 1997b; Zeidler et
al. 1997c): Die Patienten sind mit einem mittleren Alter von 29 Jahren bei
Erkrankungsbeginn sehr jung und die Klinik ist initial Gberwiegend psychiatrischer Natur.
Neurologische Ausfille und eine Demenz entwickeln sich erst spiter im Krankheitsverlauf.

Das Terminalstadium humaner Prionkrankheiten dhnelt dem anderer neurodegenerativer
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Erkrankungen. Die Patienten versterben oftmals sekundir an Kachexie, Dekubitalulzera

und Pneumonien (Gajdusek und Zigas 1957).

1.2 Die Bedeutung des peripheren Nervensystems fiir die

Pathogenese

PrP-£nock-out-Miuse sind nach Erregerinokulation resistent gegen die Entwicklung einer
TSE (Bueler et al. 1993). Transplantiert man in das Gehirn solcher Miuse PrP-
kompetentes, neuronales Gewebe, so finden sich nach intrazerebraler Inokulation von
Scrapie-Prionen nur in dem Transplantat, nicht aber in dem umliegenden Gehirngewebe
des Empfingers die krankheitstypischen, neuropathologischen Verinderungen. Das PrP*
tritt z.'T. auch aus dem Transplantat in das benachbarte, PrP-defiziente Gehirngewebe tiber
und lagert sich dort ab, wodurch letzteres jedoch offenkundig keinen Schaden nimmt
(Brandner et al. 1996a). Das gleiche Experiment, diesmal jedoch gefolgt von einer
intraokuldren Infektion, zeichnet sich durch das Fehlen von Erkrankungscharakteristika —
sowohl im Empfiangergehirn als auch im Transplantat — aus. Fur die Ausbreitung von
Prionen in das ZNS ist also PrP-exprimierendes Gewebe notwendig (Brandner et al.
1996b). Die Gruppe um Brandner fiihrte diesen Versuchsaufbau fort (Blittler et al. 1997):
Prp”°-Mduse mit einem PrP-exprimierenden Neurograft, die erwartungsgemiB3 nach
intraperitonealer oder intravendser Inokulation von Scrapie-Erregern keine entsprechenden
histopathologischen Verinderungen im Transplantat gezeigt hatten, erhielten zusitzlich
eine Knochenmarkstransplantation mit PrP-kompetenten Zellen. Hierauf fanden sich zwar
hohe Infektiosititstiter in der Milz dieser Tiere, eine Scrapie-Pathologie im Neurograft
konnte jedoch nach peripherer Ubertragung noch immer nicht hervorgerufen werden.
Somit wurde postuliert, dass der Erregertransfer vom lymphoretikuldren System (LRS) bis
hin zum ZNS eines weiteren, dazwischengeschalteten Gewebes bedarf, welches ebenfalls

PrP exprimiert.

1.2.1 Das vegetative Nervensystem

Mehrere tierexperimentelle Studien zur raumlich-zeitlichen Erregerausbreitung lassen sich
dahingehend interpretieren, dass es sich bei diesem Gewebe um das PNS, und zwar
insbesondere um dessen autonome Anteile, handelt. Dabei existieren im Wesentlichen zwei
Hypothesen zu einer moglichen anatomischen Route des infektiosen Agens, die
riuckenmarksabhingige bzw. -unabhingige. Einerseits gelang in auf verschiedenem Weg
peripher mit Scrapie infizierten Nagern der Erregernachweis im thorakalen Riickenmark als
erster ZNS-Station. Von hier aus erfolgte die weitere Verbreitung des Erregers nach rostral
in das Zervikalmark und Gehirn sowie nach kaudal in das lumbale Ruckenmark (Kimberlin
und Walker 1980; Beekes et al. 1996). Aus diesem Grund wurde das sympathische
Nervensystem, welches tber die New: (Nn.) splanchnici eine anatomische Verbindung

zwischen dem Thorakalmark und den viszeralen Organen als Orten der primiren
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Erregerreplikation darstellt, als entscheidend postuliert. Beziiglich letzterer ist insbesondere
erneut die Milz zu nennen, die fast ausschlieflich durch adrenerge Fasern innerviert wird
(Kimberlin und Walker 1980). Die Bedeutung des sympathischen Nervensystems fiir die
Pathogenese von Prionkrankheiten wird ferner durch die Tatsache veranschaulicht, dass
eine Sympathektomie nach intraperitonealer Inokulation von Prionen zu einer Verzégerung
oder sogar Verhinderung von Scrapie fithren kann. Hingegen kommt es bei transgenen
Miusen mit einer sympathischen Hyperinnervation lymphatischer Organe zu einer
Verkiirzung der Inkubationszeit (Glatzel et al. 2001). Andererseits existieren auch Hinweise
auf eine alternative Infektionsroute unabhingig vom Ruckenmark (Beekes et al. 1996). So
zeigte sich bei oral mit Scrapie inokulierten Hamstern als erste im Gehirn betroffene
Region der parasympathische Nucleus (INcl.) dorsalis nervi vagi in der Medulla oblongata. Die
ersten spinalen Ablagerungen fanden sich zwar auch hier throrakal, allerdings erst zeitgleich
mit einer Akkumulation im Gehirn. Ebenso fand, wie bereits beschrieben, vom
Thorakalmark ausgehend eine Ausbreitung des Erregers in kaudaler und kranialer Richtung
statt, ein Nachweis im zervikalen Mark gelang aber erst, nachdem das infektiose Agens
bereits in der Medulla oblongata detektiert worden war. Ein rostraler Aufstieg der Infektion
von spinal nach zerebral wurde demnach als Erklirung fir die friihe Beteiligung der
Medulla oblongata ausgeschlossen. Hingegen wurde entsprechend der Nerwus (IN.) vagus als
ausschlaggebende Leitstruktur der fehlgefalteten Proteine aus den enterischen Gebieten bis
in das ZNS hin postuliert (Beekes et al. 1998). Ahnliche Hinweise fiir eine solche direkte
Route in das Gehirn ergaben auch die Untersuchungen an intraperitoneal infizierten
Hamstern. Von der Medulla oblongata ausgehend wurde hier ferner eine rostrale Ausbreitung
der Infektion bis in die kortikalen Areale beschrieben (Baldauf et al. 1997).

1.2.2 Die Rolle sensibler Ganglien in verschiedenen Tiermodellen

In einer weiteren tierexperimentellen Studie an oral mit Scrapie infizierten Hamstern
konnten diese beiden beschriebenen Moglichkeiten eines zentripetalen Ausbreitungswegs
aus den enterischen Gebieten in das ZNS parallel dargestellt werden: die
riuckenmarksabhingige iiber den Sympathikus sowie die rickenmarksunabhingige tiber den
Parasympathikus als primidre Infektionsrouten. Dartiber hinaus konnte in dieser
Untersuchung auch eine Beteiligung des sensiblen Systems gezeigt werden, verstanden im
Sinne einer sckundiren zentrifugalen Ausbreitung aus dem ZNS entlang sensorischer
Afferenzen in ZNS-nahe sensible Ganglien, in welchen sich die fehlgefalteten
Proteinaggregate in dieser Analyse zuletzt zeigten. Ausgehend von den intramuralen
Ganglien des Plexus (PL) submucosus und mpyentericns im Gastrointestinaltrakt als Ort der
Erregeraufnahme leiten die Autoren also folgendes Modell ab: Einerseits kommt es tiber
die efferenten Fasern des N. splanchnicus zu einem Erregertransport in das thorakale
Rickenmark und von hier aus neben einer weiteren Ausbreitung innerhalb des ZNS auch
zu einem retrograden Transport in die Spinalganglien. Andererseits gelangen die Prionen

tber efferente Fasern des IN. vagus in den Nel. dorsalis nervi vagi in der Medulla oblongata. NV on
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hier aus findet neben einer weiteren Ausbreitung in benachbarte Hirnstammareale ebenfalls
ein retrograder Transport in das Ggl. nodosum statt (McBride et al. 2001). Weitere
Untersuchungen an demselben Tiermodell konnten immunhistochemische Einschlisse
von pathologischem PrP in den entsprechenden Stationen des PNS detektieren: bereits
frih im Krankheitsverlauf in den Ganglien des Auerbach- und Meissner-Plexus als den
beiden Hauptkomponenten des enterischen Nervensystems (ENS) (Beekes und McBride
2000), im Spinalganglion wund Gg. nodosurmz  sowie im  zoliakal-mesenterialen
Ganglienkomplex (CMGC) des Sympathikus (McBride und Beekes 1999).

Ein dem oralen Hamstermodell grundsitzlich dhnliches Pathogenesekonzept zur zentralen
Neuroinvasion wird auch fiir Nutztiere wie Rinder und Schafe angenommen (van Keulen
et al. 2008). Bei der experimentellen BSE wurde eine Beteiligung des PNS im Sinne von
Infektiositit in zervikalen und thorakalen Spinalganglien sowie im Trigeminusganglion
gezeigt (Wells et al. 1998). Ebenfalls im Rahmen einer experimentellen BSE-Studie wurde
eine immunhistochemische Positivitit des Trigeminusganglions als beginnende zentrifugale
Ausbreitung des Erregers interpretiert (Kaatz et al. 2012). Mittels intraperitonealer Scrapie-
Inokulation von Schafen und Hamstern sowie anschlieBender PrP*-Immunhistochemie
konnten prominente Proteinablagerungen im Trigeminal-, Spinal-, Zéliakal-, thorakalen
Grenzstrangganglion und Ggl. nodosum nachgewiesen werden (Groschup et al. 1999).
Ebenfalls fur ein sekundir zentrifugales Ausbreitungsmuster in nicht-autonome neuronale
Strukturen sprechen die Versuchsergebnisse einer Scrapie-Studie mit Miusen. Die Autoren
vertreten die auf die zentripetale, riickenmarksabhingige Ausbreitung des FErregers
folgende zentrifugale Ausdehnung vom Thorakal- und Lumbalmark aus in die

entsprechenden Spinalganglien (Kimberlin et al. 1983b).

1.2.3 Das Primaten-Modell

McBride und Beekes (1999) hatten bereits am oralen Hamstermodell als Erkliarung fir die
Beteiligung sensorischer Ganglien auch einen direkten anterograden Transport entlang
afferenter Fasern der Nn. splanchnici bzw. des N. vagus im Sinne einer alternativen
neuroanatomischen Route diskutiert. In diesem Sinne argumentierten auch Holznagel et al.
(2015) im Rahmen ihrer Analyse eines experimentellen vCJD-Modells an nicht-humanen
Primaten. Hierbei wurden verschiedene Gewebe von oral mit BSE inokulierten Makaken u.
a. mithilfe der paraffin-embedded  tissue  blot  (PET-Blot)-Methode im  zeitlichen
Krankheitsverlauf auf PrPres-Ablagerungen hin untersucht. Das FErgebnis war ein
Modellvorschlag zur Neuroinvasion von Prionen, welcher sich grundlegend von den
bereits fiir Nager und Wiederkduer beschriebenen unterschiedet (s. 1.2.1 und 1.2.2).
Primires Ereignis nach Aufnahme des Erregers in den Darm ist auch hier die
Prionreplikation im LRS im Sinne des gut-associated lymphoid tissue (GALT) sowie der Peyer-
Plaques, gefolgt von einer Infektion des ENS. Die zentripetale Route der Prionen fiihrt
nun aber auf anterogradem Weg entlang sensibler Afferenzen in das spinale Hinterhorn als

erste befallene ZNS-Station, v. a. im Bereich der lumbalen Riickenmarkssegmente; bereits
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zuvor finden sich auch Akkumulationen in den entsprechenden Spinalganglien. Erst im
weiteren Verlauf kommt es durch sekundir-zentrifugale Ausbreitung des Erregers tiber das
spinale Vorderhorn entlang priganglionirer Fasern auch zu einer Beteiligung para- und
pravertebraler sympathischer Ganglien sowie hiertiber schlieBlich auch des aulerhalb des
Darms gelegenen LRS, insbesondere der Milz und auch Tonsillen. Als mogliche Ursache
tir diese sehr verschiedenen Neuroinvasionsstrategien von Prionen bei Mausen, Hamstern,
Schafen und Rindern einerseits sowie Affen andererseits nennen die Autoren
speziesspezifische Unterschiede in der anatomischen und funktionellen Innervation des

Darms.

1.2.4 Erkenntnisse zu peripheren Nerven und Sinnesorganen

In einer Untersuchung an Scrapie-infizierten Schafen gelang der Nachweis von Infektiositat
in zahlreichen peripheren Nerven, mit den hochsten Titern in N. ischiadicus und N. axillaris
sowie geringeren auch in N. #lnaris, N. medianus, N. tibialis und N. fibularis. Die periphere
Erregerkonzentration schien also riickenmarksnah relativ gesehen noch héher zu sein, was
im Sinne eines zentrifugalen Ausbreitungsmusters interpretiert werden kann (Groschup et
al. 1996). Umgekehrt konnte im Mausversuch eine Infektion des ZNS durch Inokulation
des Scrapieerregers in den N. ischiadicus demonstriert werden. Im Verlauf der Erkrankung
konnte hierbei eine vergleichbare Infektiositit im urspringlich injizierten sowie dazu
kontralateralen Nerven festgestellt werden, abermals hinweisend auf eine sekundir-
zentrifugale Ausbreitung aus dem ZNS (Kimberlin et al. 1983a).

Bei experimentell intrazerebral mit Scrapie infizierten Hamstern finden sich hohe
Infektiosititstiter in N. opticus und Retina, ebenfalls in Ubereinstimmung mit einem
zentrifugalen Ausbreitungsmuster (Buyukmihci et al. 1980). Durch konjunktivale
Erregerinokulation wiederum ist im Mausversuch eine Ubertragung von Scrapie méglich
(Scott et al. 1993).

DeJoia et al. (2006) konnten im Rahmen der intrazerebralen Infektion von Hamstern mit
TME eine zentrifugale Ausbreitungstendenz des Erregers in die nasale und orale
chemosensorische Mukosa beschreiben und diskutierten insbesondere die mdogliche
Bedeutung dieses Befundes fur die horizontale Transmission von Prionen, wie sie bei
Scrapie  oder CWD  beobachtet werden kann. Die hierbei durchgefiihrte
immunhistochemische Untersuchung des Zungengewebes ergab Ablagerungen von PrP*
nicht nur in Nervenfasern, sondern auch in den Geschmackspapillen, welche speziell-
viszerosensibel durch die Chorda tympani und allgemein-somatosensibel durch den N.
lingualis innerviert werden. Von den Autoren wurde daher eine Verbreitung des infektiosen
Agens vom Hirnstamm aus entlang der entsprechenden Hirnnerven N. facialis und N.
trigeminus sowie eine anschlieBende transsynaptische Ubertragung auf die peripheren
Sinneszellen angenommen.

Als interessantes neuroanatomisches Detail, welches wiederum die Verbindung zum ANS

herstellt, ist in diesem Kontext zu erwahnen, dass durch den N¢. #ractus solitarii in der
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Medulla oblongata, in welchem die gustatorischen Afferenzen terminieren, iiber Interneurone
eine Verbindung zum IN¢/. dorsalis nervi vagi besteht. Bei einer Ausbreitung der Prionen tiber
das parasympathische System (s. 1.2.1) ist der N/ tractus solitarii nach dem INel. dorsalis nervi
vagi als zweite ZNS-Station befallen. In einem zweiten Schritt kann tber diese Verbindung
auflerdem die erwihnte sekundir-zentrifugale Ausdehnung der Infektion in das sensible
Ggl. nodosum (s. 1.2.2) stattfinden (Beekes et al. 1998; McBride et al. 2001).

Eine grundsitzliche pathogenetische Beteiligung des Trigeminusganglions bei
Prionkrankheiten konnte bereits in unterschiedlichen Tierversuchen belegt werden (s.
1.2.2). Ingrosso et al. (1999) gelang es, am Scrapie-Modell des Hamsters auch die Relevanz
der trigeminalen Route sowohl in zentrifugaler als auch in zentripetaler Richtung
darzustellen. Eine Infektiositit des Trigeminusganglions und dentaler Gewebe nach
primirer ZNS-Beteiligung sprach fiir eine Ausbreitung des Erregers aus den sensiblen
Kerngebieten des Hirnstamms entlang trigeminaler Nervenfasern. Umgekehrt gelang nach
Erregerinokulation in die Pulpa eine Fortleitung der Infektion in das ipsilaterale
Trigeminusganglion sowie die Auslosung der klinischen Erkrankung. Die Tatsache, dass im
Mausversuch  Uber eine Verletzung der Mundschleimhaut als  trigeminales
Versorgungsgebiet eine Steigerung der oralen Ubertragbarkeit erreicht werden kann (Carp
1982), zeigt einmal mehr die mogliche Relevanz dieser Route ebenfalls in zentripetaler

Richtung.

1.2.5 Befunde beim Menschen

Bei der vCJD ist es immunhistochemisch gelungen, eine Beteiligung des sympathischen
Nervensystems nachzuweisen. PrP*-Akkumulationen fanden sich hierbei im Ganglion (Ggl.)
coeliacum, stellatum and  mesentericum  superins (sup.). Entsprechende Ablagerungen fehlten
allerdings bei Patienten mit sCJD oder iCJD (Haik et al. 2003). Auch in einer
immunhistochemischen Untersuchung von spinalen und enterischen Ganglien sowie
Vorder- und Hinterwurzel bei uberwiegend CJD, aber auch genetischen
Prionerkrankungen in Form je eines GSS- sowie FFI-Patienten, zeigten sich insbesondere
im Vergleich zum Tierversuch die pathologischen Proteinablagerungen nur sehr diskret in
adaxonaler Lokalisation im Fall der Hinterwurzel bei einem CJD- und dem GSS-Fall bzw.
nicht vorhanden in den Spinal- und enterischen Ganglien (Hainfellner und Budka 1999). In
einer weiteren Untersuchung zur Beteiligung des PNS bei verschiedenen Subformen
humaner Prionkrankheiten konnte jedoch neben teilweise neueren Erkenntnissen zum
autonomen (s. 4.1) insbesondere auch eine herausragende Bedeutung des sensiblen Systems
beschrieben werden. So zeigten sich bei allen vier untersuchten Typen sCJD, vCJD, iCJD
und GSS positive immunhistochemische Firbeergebnisse im Ggl Gasseri  bzw.
Spinalganglion. Entsprechend fand sich auch im ZNS insbesondere ein Befall von
Strukturen, die an sensorischen Signalwegen beteiligt sind, wie N¢/. cuneatus und gracilis (Lee
et al. 2005). Einen Hinweis fir die pathogenetische Beteiligung des Ggl trigeminale im Fall

der CJD konnten auch andere Wissenschaftler mit u. a. immunhistochemischer Methodik
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erbringen (Guiroy et al. 1989).

In einer post mortem-Untersuchung bei sCJD-Patienten gelang der Nachweis von PrP*
mittels IHC nicht nur in den zentralen Bahnen des olfaktorischen Signalwegs, sondern
auch in dessen peripheren Anteilen im Sinne von olfaktorischen Zilien des Neuroepithels
(Zanusso et al. 2003). Wenig spiter gelang dieser Nachweis mittels Biopsie in einem Fall
auch zn vivo 45 Tage nach Ausbruch der Erkrankung. Beziiglich einer Erklirung fir diesen
Befund diskutierten die Autoren neben einer zentrifugalen Ausbreitung auch die
Moglichkeit, dass das fehlgefaltete PrP bedingt durch eine somatische Mutation seines
Gens im Rahmen der Neurogenese einen lokalen Ursprung im olfaktorischen Epithel
haben konnte (Tabaton et al. 2004). Auch klinische Befunde stimmen mit einem Befall des
olfaktorischen und gustatorischen Systems tiberein: Bei einem Patienten mit vCJD zihlten

Hyposmie und Hypogeusie zu den initialen Symptomen (Reuber et al. 2001).

1.3 Die Beteiligung nicht-neuronaler peripherer Organsysteme

1.3.1 Das lymphoretikulire System

Bereits anhand der eingangs erwihnten Versuche von Blittler et al. (1997) sowie den
nachfolgenden Erliuterungen zum PNS wurde die Bedeutung des LRS als primires Ziel
der Prionen nach peripherer Infektion deutlich. Auch einige weitere Untersuchungen
weisen in diese Richtung; oft bezieht man sich hierbei auf die intraperitoneale
Infektionsroute. Innerhalb des LRS hat man insbesondere der Milz groBle Bedeutung
beigemessen (s. 1.2.1): Im Mausversuch fithrt die Splencktomie vor experimenteller
Infektion auf intraperitonealem, nicht aber intrazerebralem Weg zu einer Verlingerung der
Inkubationszeit (Fraser und Dickinson 1970). Tatsichlich gilt die Bedeutung der Milz in
diesem Malle aber cher fir den intraperitonealen Infektionsweg; bei intragastrischer,
vergleichbar einer oralen Inokulation scheint eine primire Invasion der Darmwand
entscheidender zu sein (Kimberlin und Walker 1989). Nach van Keulen et al. (2008) wird
im Anschluss an den Mukosa-Ubertritt eine Akkumulation und Replikation des Erregers im
GALT, wie Peyer-Plaques, aber auch Tonsillen, angenommen, von wo aus die Infektion
des ENS méglich ist.

Mit dem Wissen um die entscheidende Rolle des I.RS sind auch Versuche unternommen
worden, die konkrete Zellpopulation zu identifizieren, welche hier fiir Prion-Akkumulation
und -Replikation verantwortlich sein koénnte. Dabei waren Maus-Experimente mit
verschiedenen Immundefekten hilfreich. So lassen sich beispielsweise Mause mit einer sog.
severe combined immunodeficiency, einer Defizienz von B- und T-Zellen, nur intrazerebral, nicht
aber intraperitoneal infizieren. Dabei zeigen sie nach einem intraperitonealen
Inokulationsversuch weder Akkumulationen von PrP* noch infektiose Titer in der Milz
(Kitamoto et al. 1991; O’Rourke et al. 1994). Als mogliche Kandidaten haben sich so
schlieflich die B-Lymphozyten (Klein et al. 1997) bzw. die funktionell von diesen
abhingigen follikuliren dendritischen Zellen (FDZ) herauskristallisiert (Kitamoto et al.
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1991).

Bei der CJD des Menschen gelang zunichst kein Nachweis von Prionen im LRS (Kitamoto
et al. 1989). Eine Ausnahme stellte bald die vCJD dar, fiir die mittels IHC und Western Blot
eine pathogenetische Beteiligung von Tonsillengewebe, Milz und Lymphknoten gezeigt
werden konnte (Hill et al. 1997; Hill et al. 1999). Ferner demonstrierte man bei einem
Patienten mit vCJD eine Prion-Immunreaktivitit in der Appendix bereits acht Monate vor
Beginn der klinischen Symptomatik (Hilton et al. 1998). Aus dem Vereinigten Konigreich
stammt ferner eine Untersuchung archivierter Appendix-Proben im Hinblick auf das
Vorhandensein von pathologischem PrP. Diese lieferte Hinweise darauf, dass sich in der
Bevolkerung eine nicht unerhebliche Zahl an Personen mit vCJD-Carrier-Status befindet,
welche die Erkrankung also moglicherweise noch inkubieren (Gill et al. 2013). Ebenfalls im
Einklang mit dem angenommenen enteralen Ubertragungsweg gelang der u. a.
immunhistochemische Nachweis von PrP* bei dieser CJD-Form auch im terminalen Ileum
(Joiner et al. 2005). SchlieBlich haben sich bei der vCJD sehr wahrscheinlich bereits
wenigstens vier Fille einer bluttransfusionsassoziierten Ubertragung ereignet (Seed et al.
2018). Auch bei der sCJD ist inzwischen das Vorhandensein von PrP* in der Milz
postuliert worden (Glatzel et al. 2003).

Bereits zuvor gelang bei an Scrapie erkrankten Schafen der immunhistochemische
Nachweis von PrP* ebenfalls in Milz, Lymphknoten und Tonsillen (van Keulen et al.
1996). Bei Scrapie scheint ferner eine relevante hidmatogene Streuung stattzufinden,
wihrend bei der BSE eine ausschlief3liche Beteiligung des GALT-Systems bekannt ist (van
Keulen et al. 2008). Auch bei der CWD gibt es nach oraler Inokulation Hinweise auf eine
frihe Akkumulation des Erregers im lymphatischen System des Gastrointestinaltrakts
(Sigurdson et al. 1999).

Nach transnasaler Infektion von Hamstern mit TME bzw. Scrapie scheint es nicht zu einer
direkten zentripetalen Ausbreitung des Inokulums entlang olfaktorischer neuronaler
Bahnen in das ZNS hin zu kommen (s. 1.2.4 und 1.2.5). Vielmehr liuft eine primire
Erregerreplikation im nasal mucosa-associated hymphoid tissue (NALT) sowie nachfolgend in den
kranialen Lymphknoten ab. Erst hiernach gelingt tber alternative neuronale, a.e.
trigeminale und vagale Routen die Neuroinvasion (Kincaid und Bartz 2007; Sbriccoli et al.
2009).

Dass jedoch auch eine unmittelbare Infektion von peripherem Nervengewebe sowie
darauffolgend des ZNS ohne die Notwendigkeit einer extraneuralen Replikation
grundsitzlich moglich ist, wurde bereits erwihnt (Kimberlin et al. 1983a). Durch die
Verwendung eines DY TME-Stammes, welcher nicht zur Replikation im LRS befihigt ist,
waren Bartz et al. (2005) in der Lage, Invasionsrouten zu untersuchen, die von einer Prion-
Replikation im LRS unabhingig sind. Entsprechend konnten mit diesem Erreger am
Hamstermodell nach u. a. intraperitonealer und oraler Inokulation weder PrP*-
Ablagerungen im LRS noch eine klinische Symptomatik hervorgerufen werden. Nach

Erregerinokulation in die Zunge jedoch kam es auch ohne vorherige Infektion des LRS zu
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einer Auslosung der Erkrankung. Die Lokalisation der initialen Agens-Depositionen im
Hirnstamm war hierbei vereinbar mit einer axonalen FErregerausbreitung entlang der
lingualen Hirnnerven, in dem Sinne, dass der IN¢/. nervi hypoglossi sowie der Nel. tractus solitarii
betroffen waren. Hier war es also einerseits gelungen, die Bedeutung dieser Route analog
zu DeJoia et al. (2000) in zentripetaler Richtung darzustellen (s. 1.2.4), andererseits
resultierte, dass nach Inokulation von dicht innervierten peripheren Geweben, wie in
diesem Beispiel der Zunge, auch eine LRS-unabhingige Neuroinvasion etabliert werden
kann. Hinweise darauf, dass das Immunsystem zwar ein bedeutendes, nicht aber das einzig
mogliche primire Zielorgan von Prionen bei der Ausbreitung in das ZNS hin darstellt,
ergaben sich bereits friher. Auch die Versuchsergebnisse von Lasmézas et al. (1996) nach
peripherer Ubertragung sind vereinbar mit einem direkten Ubergang der Infektion auf das

viszerale Nervensystem unter Umgehung des LRS.

1.3.2 Die Muskulatur und weitere periphere Gewebe

Bei der Untersuchung von Defoia et al. (2006) (s. 1.2.4) fand sich PrP* auch in
Skelettmuskelzellen, was nach dem Konzept der Autoren auf eine Infektion von
Motoneuronen des IN. hypoglossus hindeutete. Auch Thomzig et al. (2003) konnten am
oralen Scrapie-Modell des Hamsters mittels Western Blot PrP*-Akkumulationen der
Skelettmuskulatur in zahlreichen Korperregionen, u. a. der Zunge, nachweisen. Auch
beziiglich einer atypischen Form der BSE beim Rind gelang der Nachweis von Infektiositat
sowie immunhistochemisch pathologischen Proteinablagerungen in der Skelettmuskulatur
(Suardi et al. 2012). Glatzel et al. (2003) postulierten das Vorhandensein von PrP* sogar im
Skelettmuskelgewebe von Patienten mit sCJD. Herzog et al. (2005) nutzten das bereits
genannte Makaken-Modell, um die periphere Pathogenese verschiedener, insbesondere
humaner TSE nachzustellen. Zu diesem Zweck erfolgte eine Infektion der Primaten mit
dem Agens der BSE, vCJD, iCJD oder sCJD. Verschiedene extraneurale Gewebe wurden
mithilfe der engyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-Technik auf das Vorhandensein
pathologischen PrPs hin untersucht. Ein gerade im Vergleich zur sCJD und iCJD
ausgedehnter Lymphotropismus zeigte sich hierbei im BSE- bzw. vCJD-Versuch.
Geringere Mengen an fehlgefaltetem PrP fanden sich u. a. auch in der Muskulatur bei allen
drei untersuchten humanen Prionkrankheiten. Fur die Involvierung dieses Organs machten
die Autoren eine sekundir-zentrifugale Ausbreitung des Agens entlang peripherer Nerven
verantwortlich, da  sich die  entsprechenden  muskuliren  Proteinaggregate
immunhistochemisch in enger Nachbarschaft zu ebenfalls befallenen Nervenstrukturen

zeigten.

Die nun abschliefend folgende Aufzihlung erhebt nicht den Anspruch auf Vollstindigkeit,
es soll lediglich die Erkenntnis vermittelt werden, dass tber die besprochenen
Organsysteme hinaus inzwischen zahlreiche weitere nicht-neuronale Gewebe bekannt sind,
in welchen relevante Mengen an Infektiositit vorhanden sein kénnen. Bei Scrapie ist eine

Ansteckung durch orale Inokulation von Fetus-assoziiertem Gewebe beschrieben (Pattison
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et al. 1972; Pattison et al. 1974). Sogar in der Milch von Schafen, welche sich noch in der
Inkubationszeit von Scrapie befanden, gelang der Nachweis nicht unerheblicher
Infektiositatstiter (Lacroux et al. 2008). Bei Scrapie-infizierten Mausen schliefllich konnte

eine prionassoziierte Infektiositit im Fettgewebe nachgewiesen werden (Race et al. 2008).

1.4  Zielsetzung der Arbeit

Das offenkundige Zielorgan der von Prionen verursachten Erkrankungen ist das ZNS.
Dennoch gibt es inzwischen zahlreiche Belege dafiir, dass sowohl das PNS als auch einige
nicht-neuronale, periphere Organsysteme eine Rolle in der Pathogenese dieser Gruppe von
Krankheiten spielen. Ein Hinweis auf diese Tatsache ist nicht zuletzt die Méglichkeit einer
peripheren Ubertragbarkeit, welche fiir mehrere TSE bekannt ist, etwa auf oralem Weg im
Fall der Kuru, BSE und vCJD oder aber parenteral bei der iCJD (s. 1.1.1).

Die meisten Erkenntnisse zum aktuellen Zeitpunkt wurden aus dem Tierversuch,
insbesondere dem oralen Hamster-Modell, gewonnen; danach stellt nach peripherer
Erregeraufnahme primir das autonome Nervensystem (ANS) die entsprechende
Leitstruktur fiir die Infektionsausbreitung in das Gehirn dar (s. 1.2.2). Bislang existieren nur
wenige Untersuchungen zur Ganglienbeteiligung beim Menschen. Am sichersten ist die
Kenntnislage im  Hinblick auf eine immunhistochemische Positivitit des
Trigeminusganglions bei der CJD (s. 1.2.5), a.e. erklirbar im Rahmen einer zentrifugalen
Ausbreitung der fehlgefalteten Proteine.

Die Pathologie der sCJD wird grundsitzlich entscheidend beeinflusst von dem
Zusammenspiel aus Erregerstamm (PrP*-Typ 1 bzw. 2) und der genetischen Pridisposition
des Patienten (Codon-129-Polymorphismus fiir Methionin bzw. Valin) (s. 1.1.4).
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der postmortalen Untersuchung verschiedener
Stationen des PNS bei Patienten mit neuropathologisch gesicherter Diagnose einer
humanen Prionerkrankung (iberwiegend sCJD) mit der Frage nach Art und Ausmal} einer
pathogenetischen Beteiligung dieses Organs. Aufgrund der dargestellten Kenntnislage in
der Literatur erfuhren hierbei sensible und autonome Ganglien eine besondere
Berticksichtigung. Methodisch wurde tberwiegend der PET-Blot verwendet, das derzeit
sensitivste Verfahren zum Nachweis von PrP* im Gewebe (s. 2.2.3). Die organbezogene
Auswertung erfolgte unter Berlicksichtigung des PrP*-Typs sowie des Codon-129-
Polymorphismus.

Wir erwarteten, dass sich die bekannte Positivitit des Ggl #rigeminale im Sinne einer
pathogenetischen Mitbeteiligung in vielen Fillen wiirde bestitigen lassen. Ferner nahmen
wir aufgrund der dargestellten Kenntnisse aus den Tierversuchen an, dass auch den
autonomen Ganglien im humanen Kontext eine bedeutendere als bislang bekannte Rolle
zukommen konnte, deren Demonstration uns mittels der hochsensitiven Methode des
PET-Blots gelingen wiirde. Grundsitzlich vermuteten wir einen Zusammenhang zwischen
dem Umfang dieser PNS-Beteiligung sowie den sechs verschiedenen sCJD-Varianten, die

theoretisch zugrunde liegen koénnen. Sofern sich ein relevanter Ganglienbefall zeigen
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wiurde, wollten wir uns schlieBlich analog zu den Tiermodellen mit der Frage beschiftigen,
ob die Erregerausbreitung beim Menschen zentrifugal und/oder zentripetal stattgefunden

haben konnte.
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2.1 Material

2.1.1 Gerite und Instrumente

Bezeichnung Hersteller
Kihlschrank 4 °C Bosch
Tiefkihler -20 °C Liebherr
Mikrowelle Panasonic
Kalteplatte Medite
Wirmeplatte Medax
Wirmekammer Thermo
Wasserbad 100 °C Schiitt
Mikrotom Leica
Einbettapparatur Shandon
AusgieBapparatur Medite
diverse Wagen Sartorius

Vortexer

Zentrifuge
Magnetrithrer
pH-Meter

Schittler
Auflichtmikroskop
Durchlichtmikroskop
Kamera
Hellendahl-Kivetten (Glas/Kunststoff)
Glaserne Kivetten
Gliserne Schaukeln

Zylinder

neoLab Migge
Eppendorf
Heidolph
Sartorius
Heidolph
Olympus
Olympus
Olympus
Geyer
Schott
Schott

Duran
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Erlenmeyer-Kolben Fisher
Kunststoff-Boxen Gilson
Kunststoff-Klammern Gilson
Trichter Fackelmann
Pipettierhilfe (mechanisch) Eppendorf
Pipettierhilfe (elektronisch) Hirschmann
Pinsel Pelikan
Skalpell Dallhausen
Power-Station Biometra
Lautkammer BioRad
Kunststoff-Kamm BioRad
Blotter Hoefer SemiPhor
2.1.2 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller
Unbeschichtete Glasobjekttriger Thermo
Deckglischen (24x36 mm, 24x48 mm) Thermo
Einbettkassetten Kabe
Plastik-Cups Sarstedt
Pipetten (5, 10, 25 ml) Sarstedt
Pipettenspitzen (verschiedene GrofBen) Sarstedt
Cellulose-Tupfer Fuhrmann

Papierfilter (verschiedene Grof3en)
Nitrocellulose-Membran
Cellulose-Schichten
Entwicklungsfolie

Film

Amersham biosciences
Biorad

Whatman

Sarstedt

Amersham biosciences
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2.1.3 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
PBS Applichem
NaCl Merck
Natrium-Nitrit Merck
Natriumacetat-Trihydrat Merck

CaCl Fluka

MgCl, Sigma-Aldrich
HCl Applichem
Citrat Merck
Ameisensaure neolLab Migge
Essigsaure Roth

NaOH Merck
Tris(-Base) Roth

H>O, Applichem
Xylol Merck
Ethanol Applichem
Methanol Applichem
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Isopropanol Chemie Vertrieb Hannover
Aquatex Merck

Depex Serva

Mayers Hamalaun Merck

Eosin G Merck
Neufuchsin Sigma-Aldrich
Aminoethylcarbazol (AEC) Sigma-Aldrich
NBT Sigma-Aldrich
BCIP Boeringer-Mannheim

As-Bi-Phosphat

Levamisol

Sigma-Aldrich

Etrva
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Dimethylformamid (DMFA)
EDTA
Guanidiniumisothiocyanat (GdnSCN)
Tween 20

I-Block

Brij 35

Glycerin

DOC Detergens

SDS

TEMED

APS

Acrylamid

Glycin

Bromphenolblau

Formalin

Paraplast Plus (Paraffin, Einbettmedium)
Streptavidin-Peroxidase

PK

Entwicklungsreagenzien
Entwicklungsbad

Fixierbad

Marker

Sigma-Aldrich
Fluka

Amresco

Roth

Applied biosystems
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Roth

BioRad

Merck

Roth

Roth

Roth

Merck
McCormick scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Super Signal Femto West
Tetenal

Tetenal

BioRad

2.1.4 Losungen und Puffer

PBS: 9,6 g Fertigpulver auf 1 1 zweifach destilliertes Wasser (H2Ouq)

TBS (10x, pH 7,6 oder 8,8): 60,5 g Tris-Base, 85 g NaCl auf 11 H:Ouq

PBST: PBS mit 0,1 % Tween 20

TBST: 10 mM Tris-HCI pH 7,8, 100 mM NaCl, 0,05 % Tween 20 in H,Ouq

Tris-HCI: 1 M Tris-Base in H,Ouq, pH-Wert-Einstellung mit 30 % HCI
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Isoxylol: Xylol:Isopropanol 1:1
HCIl-Alkohol fiir HE: 350 ml Isopropanol, 150 ml H>Ou4, 5 ml 30 % HCI

HCI-Alkohol fiir IHC: 150 ml Isopropanol, 2 ml 30 % HCI, Auffillen auf 500 ml mit
H>Ouq

0,2%iges Casein: 2 g I-Block, 1 ml Tween 20 auf 1 1 PBS

PK-Verdaupuffer fiir PET-Blot: 10 mM Tris-HCI pH 7,8, 100 mM NaCl, 0,1 % Brij 35,
50 mM CaClz, 50 mM MgClz in Hzodd

PK-Verdaupuffer fiir IHC (Angaben fiir eine Kivette): 49 ml TBS pH 7,6, 1 ml
100 mM CaCl,

PK-Ansatz fiir Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
und Western Blot: 2,25 ml 4xPBS + 250 ul MgCl, + 5 pl PK-Stocklosung (50 mg/ml)

Probenpuffer (4x): 50 mM Tris, 12 % SDS, 30 % Glycerin, eine ,,Prise* Bromphenolblau;
pH-Wert auf 6,8 einstellen; direkt vor Gebrauch 5 % Mercaptoethanol hinzufigen

Laufpuffer (10x): fir 1130 g Tris, 144 g Glycin, 10 g SDS; mit HCI auf pH 8,4 einstellen

Transferpuffer: 20 % Methanol, 2 mM EDTA, 40 mM Tris, 0,05 % SDS; mit Essigsdure
auf pH 7,6 einstellen

Sammelgel (5%ig) (Angaben fiir zwei Gele): 278 ul 30 % Acrylamid, 417 pl
Sammelgelpuffer, 944 pl HoOuq, 33,3 ul 10 % SDS, 3,33 ul TEMED, 8,33 ul 10 % APS

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris pH 06,8

Trenngel (15%ig) (Angaben fiir zwei Gele): 5ml 30 % Acrylamid, 2,5 ml
Trenngelpuffer, 2,4 ml HxOqq4, 10 ul TEMED, 100 ul 10 % SDS, 50 ul 10 % APS

Trenngelpuffer: 1,5M Tris pH 8,8
Eosin (Gebrauchslosung): 1 % Eosin G in 70 % Isopropanol, etwas Essigsdure zusetzen

Farbelosung fiir PET-Blot (Angaben fiir eine Box): 90 ul NBT, 66 ul BCIP auf 20 ml
NTM

NTM: 100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl, in einfach destilliertem
Wasser (H2Oq)

NBT (Stocklésung): 75 mg auf 1 ml 70 % DMFA

BCIP (Stocklésung): 50 mg auf 1 ml 100 % DMFA

Farbelosung fiir IHC mit Neufuchsin (Angaben fiir eine Kiivette):
I: 10 mg Natrium-Nitrit, 250 pl H>Ogq, 100 pl Neufuchsin

II: 14 mg As-Bi-Phosphat, 300 ul DMFA

III: 50 ml TBS, 25 mg Levamisol
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Neufuchsin (Stocklésung): 5 g auf 100 ml 2 M HCl

Farbelosung fiir IHC mit AEC (Angaben fiir eine Kiivette):

Losung A: 5,75 ml Essigsaure auf 11 HyOuq

Losung B: 13,61 g Natriumacetat-Trihydrat auf 1 1 HoOuq

AEC-Stamml6sung: 1 g AEC auf 250 ml DMFA

2.1.5 Antikérper

2.1.5.1 Primare Antikorper

Bezeichnung Spezies Verdiinnung Hersteller
anti-PrP 12F10 Maus, monoklonal ~ 1:5.000 (PET-Blot), Deutsches
1:500 (IHC) Primatenzentrum
Gottingen, Prof. Dr.
Bodemer
anti-PrP 3F4 Maus, monoklonal ~ 1:2.000 (PET-Blot), Robert Koch-Institut

anti-PrP ICSM-18 Maus, monoklonal

1:3.000 (Western Blof)  Berlin, PD Dr. Beekes

1:5.000 - 1:10.000  D-Gen
(PET-Blot),
1:500 - 1:1.000 (IHC)

2.1.5.2 Sekundire Antikérper

Bezeichnung Spezies

Verdiinnung Hersteller

goat-anti-mouse, Ziege

AP-gekoppelt

sheep-anti-mouse, Schaf
biotinyliert
goat-anti-mouse, Ziege

HRP-gekoppelt

1:1.000 (PET-Blot), Dako
1:500 - 1:1.000 (IHC)

1:200 (IHC mit AEC) Amersham biosciences

1:1.000 (Western Blof) Dako
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufbereitung des Gewebes

Nach Entnahme der Organe im Rahmen der Sektion erfolgte deren Fixierung in 4%igem
Formalin fiir drei bis vier Wochen. AnschlieBend wurde das Gewebe zugeschnitten und in
Einbettkassetten verpackt. Es folgte — bis auf wenige Ausnahmen — eine einstiindige
Dekontamination des Materials in Ameisensiure. Schlieflich wurde das Gewebe fur zwei
Tage in Formalin nachfixiert. Hiernach konnte es nach folgendem Protokoll in Paraffin
eingebettet werden: 50 %vol Isopropanol fir funf Stunden, 70 %vol Isopropanol fir finf
Stunden, dreimal 90 %vol Isopropanol fir je finf Stunden, dreimal 100 %vol Isopropanol
fir je finf Stunden, zweimal Xylol fiir je drei Stunden und zweimal Einbettmedium fir je
finf Stunden. Es folgte das endgiltige Ausgiefen in Paraffinblécke, welche nach dem
Abkiihlen auf der Kilteplatte bei -15 °C am Mikrotom geschnitten werden konnten. Die
ideale Schnittdicke betrug fir alle hier beschriebenen Protokolle 1-3 uym. Die fertigen
Schnitte wurden zunichst vorsichtig mit einem Pinsel auf eine kalte Wasseroberfliche
aufgebracht, um sie zu strecken. Von hier wurden sie mithilfe eines unbeschichteten
Glasobjekttrigers, auf dem sich ggf. eine zuvor befeuchtete Nitrocellulose-Membran
befand, abgehoben und in warmes Wasser getaucht, um sie auf diese Weise zu fixieren.
Uberschiissiges Wasser wurde vorsichtig abgeklopft und mit Filterpapier abgezogen. Die
Glastriger wurden an der Luft und die Membranen auf der Wirmeplatte bei 47 °C wenige
Stunden aufgestellt. Der eigentliche Trocknungsprozess erfolgte dann tiber 24 (Glastriger)
bzw. 48 (Membranen) Stunden in der Wirmekammer bei 60 °C.

2.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Firbung

Die Himatoxylin-Eosin (HE)-Firbung dient im Allgemeinen der anatomischen Ubersicht.
Die basophilen Zellkerne farben sich blau und azidophile Strukturen wie das Zytoplasma
rot an.

Vor der eigentlichen Fiarbung erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte nach folgendem
Protokoll: Dreimal Xylol fiir je vier Minuten, Isoxylol fir eine Minute, zweimal 100 %vol
Isopropanol fir je zwei Minuten, 90 %vol, 70 %vol und 50 %vol Isopropanol fiir je zwei
Minuten sowie anschlieBendes Spiilen in HxOuq fiir ca. zwei Minuten. Es schloss sich eine
achtminttige Inkubation in Mayers Himalaun-Losung und anschlieBendes Spiilen in HoOuq
an. Nach dem Differenzieren in 1%igem HCI-Alkohol fiir wenige Sekunden folgte fir zehn
Minuten das Blduen unter laufendem Leitungswasser. Im Anschluss an die funfminttige
Einwirkzeit in Eosin sowie erneutes Spilen in H»Ous erfolgte die Entwisserung des
Gewebes in der aufsteigenden Alkoholreihe nach diesem Protokoll: 50 %vol, 70 %vol und

90 %vol Isopropanol fir jeweils wenige Sekunden, zweimal 100 %vol Isopropanol fir je
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eine Minute, Isoxylol fiir zwei Minuten und zweimal Xylol fir je zwei Minuten. Zum
Eindeckeln wurde schlieBlich das iiberschiissige Xylol vorsichtig mit Cellulose-Tupfern
vom Objekttriager entfernt. Der lipophile Klebstoff Depex wurde auf ein Deckglischen
aufgetragen, und dieses luftblasenfrei auf den Glastriger aufgelegt und angedriickt. Es
folgte das Trocknen der Schnitte iiber Nacht unter dem Abzug.

2.2.3 Paraffin-embedded tissue blot

Der PET-Blot ist eine relativ neu entwickelte Methode zum Nachweis von PrP* im
Gewebe und kombiniert dabei verschiedene Aspekte herkémmlicher Techniken aus der
Diagnostik von Prionkrankheiten (Schulz-Schaeffer et al. 2000). Die Proteindetektion
erfolgt wie bei der klassischen IHC nach dem Prinzip der Antigen-Antikorper-Reaktion.
Hierbei werden die Gewebeschnitte allerdings nicht auf gliserne Objekttriger, sondern
eine Nitrocellulose-Membran aufgezogen. Ahnlich wie beim Histoblot erfolgt auch hier ein
Vorverdau dieser Membranen mit PK, um selektiv die pathologische, d. h. PK-resistente
Isoform eines Proteins nachweisen zu kénnen. Ein grofler Nachteil des Histoblots ist die
Tatsache, dass ausschlieBlich unfixiertes Material verwendet werden kann. Dieses Problem
wird im PET-Blot durch seine Anwendbarkeit bei Formalin-fixiertem sowie Paraffin-
eingebettetem Gewebe tUberwunden. Der alle bisherigen Verfahren zum Nachweis von
fehlgefaltetem PrP ibertreffenden Sensitivitit des PET-Blots steht seine gerade im
Vergleich zur IHC lediglich zufriedenstellende anatomische Strukturbeurteilung gegeniiber.
Zellulire Details sind hier in den meisten Fillen nicht zu erkennen. Umso bedeutender ist

hier der stete Vergleich mit der HE-Ubersichtsfirbung.

Bei jedem Durchlauf wurde eine Positivkontrolle als interner Standard mitgefihrt. Zu
Beginn erfolgte die schrittweise Rehydrierung der Schnitte nach folgendem Schema:
Dreimal Xylol fur je zehn Minuten, Isoxylol fir funf Minuten, zweimal 100 %vol
Isopropanol fiir je finf Minuten, 90 %vol, 70 %vol, 50 %vol und 25 %vol Isopropanol fiir
je fuinf Minuten sowie abschlieBend Spiilen in PBST fir finf Minuten. AnschlieBend
wurden die Membranen zunichst grob mit Papiertiichern abgetrocknet, per Hand
vorsichtig glatt gezogen sowie Uber Nacht zwischen Cellulose-Streifen lichtgeschiitzt und
unter einem beschwerenden Gewicht trocken gepresst. Unmittelbar vor der
Weiterverarbeitung erfolgte das Zuschneiden und Verpacken der Membranen in luftdichte
Boxen. Hierin lagen diese mit der Gewebeseite nach oben auf einem Cellulose-Tuch, das in
Verdaupuffer mit einer PK-Konzentration von 250 pg/ml getrinkt war. Pro Box wurden
hierfiir ca. 15 ml benétigt. Nach wiederholtem Schwenken der Boxen erfolgte schlieflich
der Enzym-Verdau tber Nacht bei 60 °C in der Wirmekammer. Am Folgetag wurden die
Gewebeschnitte nach drei funfminiitigen Waschgingen mit TBST fir 15 Minuten in 4 M
GdnSCN denaturiert. Diese und alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden auf dem
Schittler durchgefithrt. Nach weiteren dreimal finf Minuten Waschen in TBST wurden die
Membranen nun mit Klammern in den Boxen fixiert. Im Anschluss wurde das Gewebe fur

45 Minuten in 0,2%igem Casein mit 20 ml pro Box geblockt (nicht bei Verwendung von
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ICSM-18). Es folgte die Inkubation mit dem Primirantikérper fir 90 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach funf zehnminttigen Waschgingen mit TBST konnte der AP-
gekoppelte Sekundirantikérper fir 60 Minuten bei Raumtemperatur aufgegeben werden.
Fir die Inkubation mit dem ersten und zweiten Antikérper wurde je ein Volumen von
10 ml pro Box verwendet. Es folgten wiederum fiinfmal zehn Minuten Waschen in TBST
sowie zwel funfminttige Spilginge in NTM mit 20 ml pro Box. Letzteres hatte einen pH-
Wert von 9,5. Nur bei diesem konnte die nachfolgende Farbreaktion ablaufen. Im néchsten
Schritt wurden die Boxen vom Schiittler genommen und die Klammern entfernt. Das
Aufgeben der Firbelosung mit 20 ml pro Box erfolgte bis zum FErreichen eines im
Vergleich zur Positivkontrolle adiquaten Signals, abhingig vom Primirantikorper meistens
fir etwa 15 Minuten. AnschlieBend wurde die Formazanreaktion fiir 15 Minuten auf dem
Schittler in PBS gestoppt. Hier folgten noch drei Spulginge in H>Ouq, wobei im letzten
Schritt zur Farbfixierung eine ,,Prise 0,5 M EDTA hinzugegeben wurde. Das Trocknen
der Membranen erfolgte wiederum zunichst grob mit Papiertichern. Dann wurden die
Schnitte tber Nacht zwischen zwei Schichten Whatman-Cellulose unter einem
beschwerenden Gewicht lichtgeschiitzt getrocknet. Die Mikroskopie der getrockneten

Membranen erfolgte mit dem Auflichtmikroskop.

2.2.4 Immunhistochemie

Immunhistochemische Nachweisverfahren fithren grundsitzlich zu einer spezifischen
Detektion bestimmter Proteine bzw. deren Aggregate tber eine Antigen-Antikérper-
Reaktion.

Erster Schritt war auch hier das Entparaffinieren der Gewebeschnitte wie folgt: Dreimal
Xylol fir je finf Minuten, Isoxylol fiir eine Minute, zweimal 100 %vol Isopropanol fiir je
zwei Minuten, 90 %vol, 70 %vol und 50 %vol Isopropanol fir je zwei Minuten sowie
anschlieBendes Spilen mit H»Ogs. Initial erfolgte wahlweise ein dreiBBigminitiger PK-
Verdau-Schritt mit einer Enzym-Konzentration von 20 pg/ml im entsprechenden
Verdaupuffer in der Wirmekammer bei 37 °C und anschlieBendes Spiilen in TBS. Zur
Demaskierung des zu untersuchenden Antigens diente wahlweise folgend das sog. hear-
induced epitope retrieval durch Kochen der Schnitte in der Mikrowelle, entweder mit 4 mM
HCI fur funfmal drei Minuten (einmal maximale Stufe, viermal 700 Watt) oder mit 10 mM
Citrat pH 6 (finfmal drei Minuten bei 700 Watt). Dieser und alle weiteren Schritte wurden
— sofern nicht anders angegeben — in Hellendahl-Kiivetten durchgefithrt. Es folgte ein
schrittweises Abkthlen mit H,Oq4 sowie zweimaliges Spiilen mit TBS. Nach wahlweise
finfzehnminutigem Denaturieren in 4 M GdnSCN wurde wiederum dreimal mit HxOgq
und dreimal mit TBS gewaschen. Nach weiteren 15 Minuten in 0,2%igem Casein zum
Blocken unspezifischer Bindungsstellen (nicht bei Verwendung von ICSM-18) wurden die
Schnitte abermals dreimal in TBS gespilt, wobei beim letzten Schritt TBST aufgeben
wurde. Uberschiissige Fliissigkeit wurde vorsichtig von den Objekttrigern abgetupft und je

Schnitt 200 pl des in TBS(T) verdinnten PrimirantikGrpers aufgetragen. Inkubiert wurde
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Uber Nacht oder fir 90 Minuten in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Nach
dreimaligem Spiilen in TBS — wobei im letzten Schritt wieder TBST verwendet wurde —
erfolgte die Inkubation mit dem in TBS(T) verdinnten AP-gekoppelten
Sekundirantikérper in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur fir eine Stunde mit
100 ul pro Objekttriger. Nach dreimaligem Waschen mit TBS konnte nun schlieBlich die
Farbreaktion erfolgen. Die Inkubation mit der Firbel6ésung erfolgte bis zum Erreichen
eines addquaten Signals, i. d. R. etwa 15 Minuten. AnschlieBend wurde die Reaktion in
H>Ou4 gestoppt. Bei jedem Versuchsdurchgang diente eine Positivkontrolle als interner
Standard. Das Ansetzen der Firbelosung geschah wie folgt (s. 2.1.4): In TBS pH 8,8 wurde
auf dem Ruhrer unter pH-Meter-Kontrolle das Levamisol einpipettiert (Losung I1I). Nach
Hinzugabe von Loésung II wurde mit 1 M NaOH der pH-Wert auf 8,9 eingestellt.
SchlieBlich wurde Losung I mit dem Chromogen Neufuchsin hinzupipettiert. Nach
zweimaligem  Filtrieren war die Losung gebrauchsfertig. Nach dem eigentlichen
Farbevorgang schloss sich noch eine Kernfirbung mit Himalaun fiir 15 Sekunden an. Es
folgten: Spilen in HxOuq, Differenzieren in HCl-Alkohol fiir wenige Sekunden (nicht bei
Verwendung von ICSM-18) und zehn Minuten Bliuen unter laufendem Leitungswasser.
Nach dem Eindeckeln mithilfe des hydrophilen Klebstoffs Aquatex trockneten die Schnitte
tber Nacht unter dem Abzug.

Die oben beschriebenen Vorginge gelten fiir eine immunhistochemische Fiarbung mit dem
Chromogen Neufuchsin. Wurde an dessen Stelle AEC verwendet, so ergaben sich einige
Abweichungen, die hier zusammenfassend dargestellt werden sollen:

Zwischen der Denaturierung durch GdnSCN und dem Casein-Block fand ein H,O,-Block
(Verdiinnung 3%ig in TBS) fir 20 Minuten sowie dreimaliges Spiilen in TBST statt. Der
Inkubation mit dem in Glycerin und TBS(T) verdinnten, biotinylierten Sekundérantikorper
folgte der Streptavidin-Peroxidase-Block (Verdinnung 1:1000 in TBS) fir 60 Minuten mit
100 pl pro Schnitt. Das Ansetzen der Firbel6sung geschah nach folgendem Protokoll (s.
2.1.4): 30 ml Loésung A und 70 ml Losung B wurden zusammengegeben und mithilfe
100%iger Essigsdure der pH-Wert unter pH-Meter-Kontrolle auf 5,2 eingestellt. Es folgte
die Zugabe von 4 ml AEC-Stamml6sung zu 56 ml des AB-Gemischs. Nach zweimaligem
Filtrieren und Hinzufugen von 20 ul 30%iger HoO»-Losung war die Firbeldsung
gebrauchsfertig. Das Differenzieren in HCI-Alkohol entfiel, da AEC alkoholl6slich ist.

Wie aus diesen Beschreibungen hervorgeht, ist in Bezug auf die IHC zunichst eine Vielzahl
an unterschiedlichen Vorbehandlungsoptionen versucht worden, bevor sich methodisch
insbesondere die Kombination aus initialem PK-Verdau sowie folgendem Epitop-retrieval
durch Kochen in HCI und Denaturieren mit GdnSCN als am giinstigsten erwies, da sich
hierunter das distinkteste Muster ergab. Dartiber hinaus ist diese Vorbehandlung derjenigen
im PET-Blot relativ dhnlich, sodass sie sich gut eignet, um eine moglichst genaue
Vergleichbarkeit zwischen den beiden Methoden herzustellen. Als immunhistochemisches
Chromogen hat sich ferner schlieSlich Neufuchsin bewihrt. Diese methodischen

Experimente waren der Tatsache geschuldet, dass hier mit peripherem (Nerven-)gewebe
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gearbeitet wurde; nicht nur das im Vergleich zum ZNS andersartig zusammengesetzte
Myelin, sondern auch der héhere Anteil an u. a. Bindegewebe bedingten einen oft hohen
Gesamthintergrund in den immunhistochemischen Firbungen, den es zunichst zu

optimieren galt, um ein spezifisches Signal erzielen zu kénnen.

2.2.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blot

Die in den Proben enthaltenen Proteine wurden hier zunichst mithilfe einer
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer Grofle aufgetrennt und nachfolgend durch
Anlegen eines senkrecht zum Polyacrylamidgel stehenden elektrischen Feldes von dem Gel
auf eine Nitrocellulose-Membran tbertragen (Western  Blof). Das Muster der
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine blieb hierbei erhalten. Mithilfe einer spezifischen

Antikérper-Reaktion wurden schlieBlich die zu analysierenden Proteine detektiert.

Die fur die SDS-PAGE bendétigten Polyacrylamidgele wurden eigenstindig hergestellt und
bestanden aus einem 15%igen Trenngel sowie einem 5%igen Sammelgel. Das Trenngel
wurde als erstes angesetzt und zur Polymerisation in eine entsprechende Haltevorrichtung
gegossen; das noch flissige Gel wurde mit Ethanol tberschichtet. Nach ca. einer Stunde
war das Trenngel auspolymerisiert, und das Ethanol wurde verworfen. Nun konnte das
Sammelgel gemischt und tber das Trenngel aufgegeben werden. In das noch flissige
Sammelgel wurde ein Kamm zur Erzeugung von Probentaschen eingesetzt. Nach etwa 30
Minuten war auch das Sammelgel auspolymersiert. Die fertigen Gele konnten entweder
direkt verwendet oder im Kihlschrank mit feuchten Papierhandtichern bedeckt und in
eine Tite eingeschweilt auftbewahrt werden.

Das Probenmaterial zur Durchfiihrung der SDS-PAGE sowie des sich anschlieenden
Western Blots war ein ausgehend von Nativgewebe hergestelltes 10%iges Homogenat in PBS
mit 0,5 % DOC-Detergens. Dieses konnte entweder direkt verwendet oder bei -80 °C
eingefroren werden. Auch bei dieser Methode erfolgte nun zunichst ein Vorverdau des
Gewebes mittels PK fiir 35 Minuten in der Warmekammer bei 37 °C: Homogenat und PK-
Ansatz wurden hierfiir im Verhaltnis 1:1 gemischt (15ul + 15 pul), sodass sich eine
Endkonzentration des Enzyms von 50 pg/ml einstellte. Von diesem Gemisch wiederum
wurden 20 pl mit 60 pl 4x Probenpuffer in einem Cup zusammengegeben und 15 Minuten
im Wasserbad bei 100 °C erhitzt. Anschlieend lagerten die Proben kurz auf Eis, bis sie
etwa Raumtemperatur erreicht hatten. Die Hitzeeinwirkung bewirkte eine Denaturierung
der Proteine, was wiederum zusammen mit der im Folgenden durch SDS gewihrleisteten
konstant negativen Ladung der Proteine zu deren Linearisierung fihrte. Auf diese Weise
war eine Auftrennung nach Kettenlinge moglich, welche sich proportional zur
Molekiilmasse verhilt; denn lingere Proteine wurden in dem Gel starker zuriickgehalten als
kirzere.

Nach Einbau der sich in der Halteapparatur befindlichen Gele in die Lautkammer konnte
diese mit Laufpuffer aufgefillt werden. Es folgte das Laden der Gele in dem Sinne, dass in

jede Spur 10-12 ul Probengemisch eingegeben wurden; auf jedem Gel liefen i. d. R. ein
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PrP* Typ 1 und 2 (Hirnhomogenate) als Positivkontrollen sowie eine Negativkontrolle mit.
Unmittelbar vor dem Auftragen wurden die Proben herunterzentrifugiert und gevortext.
AuBlerdem liefen auf jedem Gel in einer Spur 5 ul eines Markers fiir die Molektilmasse mit.
Je Gel betrug die Stromstirke zum Durchlaufen des Sammelgels 30 mA, fir das
nachfolgende Trenngel 40 mA. Sobald die Lauffront herausgelaufen war, wurde noch zehn
Minuten gewartet, um die Banden zu spreizen, und dann die Gele ziigig in eine Glaswanne
mit Transferpuffer beférdert; hierbei handelte es sich im Folgenden nur noch um das

Trenngel, das Sammelgel wurde zuvor abgestreift und verworfen.

Nach dem ,.Sandwich“-Prinzip wurde nun von unten nach oben folgender Stapel
aufgebaut und in den sewi-dry-Blotter eingelegt: erste Schicht Whatman-Cellulose, eine
Nitrocellulose-Membran, das Gel, zweite Schicht Whatman-Cellulose. Die Whatman-
Cellulose und die Membran mussten zuvor eine Weile in Transferpuffer einweichen und
der Stapel mithilfe einer kleinen Rolle bearbeitet werden, um Luftblasen zu beseitigen bzw.
eine gute Kontaktfliche herzustellen. Je Gel wurde bei 100 mA fiir 45 Minuten geblottet.
Die Membranen wurden anschlieBend etwa eine Minute in TBS gespiilt und dann in 4 M
GdnSCN fiir 30 Minuten denaturiert. Nach wiederum dreimaligem Sptlen in TBS fir je
zehn Minuten folgte dann das dreiligminttige Blocken in 30 ml 0,2%igem Casein bei
Raumtemperatur. Die Inkubation mit dem Primarantikérper 3F4 (verdinnt in TBS mit
0,02 % Casein) erfolgte bei einem Volumen von 10-15 ml pro Membran tber Nacht im
Kihlschrank. Am nichsten Morgen wurde nach erneut dreimaligem Sptlen in TBS fir je
zehn Minuten ein HRP-gekoppelter Sekundirantikérper (verdiinnt in 15 ml TBS mit
0,02 % Casein) fir 60 Minuten auf dem Schiittler aufgegeben. SchlieBlich wurde noch
viermal zehn Minuten in TBS gespiilt.

Das Entwickeln in Form einer Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte in der Dunkelkammer
nach folgendem Prinzip: Bei einer Peroxidase-katalysierten Oxidation von Luminol durch
H>O, kam es zur Freisetzung von blauem Licht entsprechend einem Maximum des
Emmissionsspektrums bei einer Wellenlinge von ca. 430 nm. Dessen Intensitit erreichte
ihren Gipfel zwischen funf und 20 Minuten nach Reaktionsstart. Dabei verstirkte ein
enhancer die Chemilumineszenz ca. um den Faktor 1000 und verlingerte gleichzeitig die
Dauer der Chemilumineszenz. Ein Puffer und die Luminol/enbancer-Lésung wurden zu
diesem Zweck im Verhiltnis 1:1 (jeweils 0,75 ml) gemischt und dann auf den Blot
aufgetragen. Nach fiinf Minuten konnte die Membran auf eine Entwicklungsfolie gelegt
und diese geschlossen werden. Ein passender Film wurde auf die Membran aufgebracht,
die Entwicklungskassette geschlossen und schlieflich belichtet, je nach Stirke des Signals
fir 20, 10 oder finf Minuten. Nach dem Offnen der Kassette wurde der Film fiir einige
Minuten in ein Entwicklungsbad getaucht, dann kurz im Wasserbad gewaschen und
schlieBlich einige Minuten in das Fixierbad gehalten. Der fertige Film wurde mit

destilliertem Wasser gewaschen.
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2.3 Wissenschaftliche Software

Fir die statistische Analyse und graphische Aufarbeitung der vorhandenen Datensitze
wurden die folgenden Programme verwendet: Microsoft Excel 2076, Statistika 13 und python
3.6 mit den /libraries matplotlib 2.0 und pandas 0.20. Zur digitalen Nachbearbeitung der

Kamerabilder wurde das Programm ce//Sens genutzt.

2.4  Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung der Daten kam unter Statistika 13 der Pearson Chi-square-
Unabhingigkeitstest zur Anwendung. Die Nullhypothese Hy besagte hierbei, dass zwei
Variablen in ihren Ausprigungsgraden stochastisch unabhingig voneinander sind. Die
Hypothese Hi bestand darin, dass die beiden Variablen assoziiert sind; die Nullhypothese
konnte in diesem Fall statistisch signifikant abgelehnt werden kann. Als solche Variablen
wihlten wir einerseits die EHigenschaft einer Organprobe als entweder ,,positiv oder
»negativ und andererseits den zugrundeliegenden Subtyp der Erkrankung. Alternativ zum
Subtyp wurde auch eine Testung allein gegen den Codon-129-Polymorphismus bzw. den
PrP*-Typ vorgenommen. Ein Ergebnis wurde hierbei als statistisch signifikant angegeben,
wenn galt p<0,05 (*), als sehr signifikant, wenn p<0,01 (**) und hoch signifikant, wenn
p<0,001 (***). Far den Fall, dass p>0,05 galt, wurde ein Ergebnis als statistisch nicht

signifikant (n.s.) bezeichnet.
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3  Ergebnisse

Die Gesamtzahl der untersuchten Krankheitsfille betrug 43, zusammengesetzt aus 41 CJD-
und zwei FFI-Patienten. Erstere wiederum verteilten sich formal auf 39 sCJD- und 2 iCJD-
Fille. Diese beiden iatrogenen Patienten werden jedoch im Folgenden ihrem PrP*-Typ
sowie Codon-129-Polymorphismus entsprechend gemeinsam mit den sporadischen Fillen
in einer Gesamtheit ausgewertet. Ursichlich fiir diese Betrachtungsweise ist die Tatsache,
dass beide Erkrankungsfille durch Dwra mater-Transplantate iibertragen worden sind: Sie
stellen also nicht-systemische Fille dar, da es unter diesem Inokulationsweg nur zu einer
sehr geringen Ausschwemmung der Infektiositit nach extrazerebral kommt. Die
Pathogenese ist also mit einer sporadischen Erkrankung vergleichbar. Die untersuchten
CJD-Fille verteilten sich folgendermallen auf die sechs Subtypen der Erkrankung: 18x
MM1 (hierunter auch die beiden iCJD-Fille), einmal MM2, einmal MV1, 12x MV2 und
neunmal VV2. Patienten mit dem Subtyp VV1 standen der Untersuchung nicht zur
Verftgung.

Anhand der genannten Fille erfolgte eine Analyse folgender Strukturen: der beiden
sensiblen Ganglien Ggl. trigeminale (Ggl. Gasseri) und Ggl. nodosum sowie verschiedener
Stationen des vegetativen Nervensystems. Beziiglich letzterer berticksichtigten wir
einerseits unterschiedliche anatomische Hohen des sympathischen Grenzstrangs (zervikal,
das Ggl. stellatum und thorakal) sowie auflerdem Ganglien aus den autonomen, enterischen
Nervengeflechten P/ coeliacus (Ggl. coeliacum) und Pl pelvinus. Beide enthalten sympathische
sowie parasympathische Faseranteile, die in ihnen enthaltenen Ganglien entsprechen
jedoch solchen des Sympathikus. Dartiber hinaus wurden exemplarisch weitere Strukturen
des PNS untersucht: N. #rigeminus, N. vagus, weitere peripherere Nerven (PL brachialis und N.
ischiadicns) sowie die Retina inklusive N. opticus.

Vor den eigentlichen immunologischen Verfahren erfolgte eine Untersuchung der
Gewebeschnitte mittels einer HE-Standardfirbung, um sicherzustellen, dass in den im
Rahmen der Autopsie entnommenen Proben auch Gangliengewebe vorhanden war.
Tatsdchlich ist dies nicht immer der Fall, insbesondere beim Ggl nodosum, Ggl. coeliacum oder
den Ganglien des P/L pelvinus. Nicht selten fanden sich in den hierunter vermuteten
Gewebeproben lediglich lymphatisches Gewebe oder Fettgewebe. Solche Priparate wurden
zur Auswertung nicht herangezogen. Eine weitere Funktion des HE-Schnitts liegt,
aufgrund seines relativ hohen morphologischen Detailreichtums, in der Beurteilung von
Organcharakteristika, welche fir die Klassifikation von Priparaten und Otientierung
innerhalb derselben in vielen Fillen hilfreich waren. Als mal3gebend fir die Beurteilung
eines Schnitts als positiv bzw. negativ galt das Anfirbeverhalten unter dem anti-PrP-
Standardantikérper 12F10 im PET-Blot. Exemplarisch kamen auch die alternativen
Antiképer 3F4 und ICSM-18 zum Einsatz. Ebenso galt aufgrund seiner hdoheren
Sensitivitit der PET-Blot als Referenz-Methode, die IHC und der Western Blor wurden
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vielmehr zur zusitzlichen Bestitigung eingesetzt. Innerhalb aller positiven Fille erfolgte
anhand der PET-Blot-Resultate eine weitere semiquantitative Auswertung im Sinne einer
Einteilung in schwach, miBig oder kriftig positiv.

Insbesondere fiir jede Firbung im PET-Blot wurde eine entsprechende Positivkontrolle
mitgefthrt. Hierzu diente eine ZNS-Probe eines Prionfalls, i. d. R. Kleinhirn (Abbildung 1).
Dartiber hinaus wurde regelmiBig die Retina inklusive N. gp#icus mitgefirbt. Diese zeigt sich
als ZNS-Bestandteil im weiteren Sinne bei Prionpatienten regelmif3ig immunopositiv und

kann daher als eine interne Positivkontrolle angesehen werden (Abbildung 2).

Als Negativkontrollen dienten zu jedem Organ korrespondierende Schnitte von insgesamt
vier Patienten mit einer anderen ZNS-Erkrankung: genetischer Alzheimer-Demenz (AD),
frontotemporaler Lobardegeneration, Demenz mit Lewy-Korperchen und zusatzlicher
AD-Komponente bzw. Norovirus-Enzephalitis. Diese waren zu jedem Zeitpunkt
immunonegativ fir Prion-spezifische Antiképer und werden in den entsprechenden

Organkapiteln gezeigt.

Die erforderliche ethische Zustimmung fir die Untersuchung aller genannten

Patientenfille wurde durch die Universititsmedizin Gottingen erteilt.

Abbildung 1: Positivkontrolle Kleinhirn

Die Abbildung zeigt beispielhaft eine typische Positivkontrolle des Kleinhirns unter dem Antiképer
anti-PrP 12F10 im PET-Blot: Von innen nach aulen entlang der anatomischen Schichtung
betrachtet zeigt sich das Mark frei, das Szratum granulosum belegt, das Stratum purkinjense frei und das
Stratum moleculare belegt (markiert). In den belegten Schichten zeigt sich ein feines, synaptisches
Ablagerungsmuster, charakteristisch fiir einen PrPse-Typ 1. Typisch ist der Farbton des tief dunklen
Violetts. 20-fache VergroBerung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Mal3stab betrigt

1 mm.
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Abbildung 2: Positivkontrolle Retina

Die Abbildung zeigt beispielhaft eine typische positive Reaktion der Retina unter dem Antikérper
anti-PrP 12F10 im PET-Blot: Der im linken Bildabschnitt (20-fache Vergréf3erung) markierte
Bereich ist rechts in einer Detailansicht dargestellt. Zu erkennen ist eine Belegung der beiden
synaptischen Schichten Stratum plexiforme excternum und internum. Die scharf gezogene schwarze Linie
(schwarzer Pfeil) entspricht den in Reihe angeordneten Synapsen zwischen innerer und dul3erer
Kornerzellschicht. Hierbei handelt es sich um die gréBten Synapsen im menschlichen Kérper. Der
Abstand zwischen zwei Markierungen im Maf3stab betrdgt 1 mm.

3.1 Das Ganglion trigeminale

Das typische histologische Erscheinungsbild des Trigeminusganglions ist in Abbildung 3
dargestellt.

Abbildung 3: Organcharakteristika des Ganglion trigeminale

Die Abbildung zeigt eine HE-Ubersichtsfirbung eines Trigeminusganglions. Charakteristisch ist das
ubiquitire Auftreten von Mineralisationen der Arachnoidea mater, auch als Psammomkérper
bezeichnet, welche hier deutlich hetvortreten (markiert). Diese Strukturen sind durch ihre Grof3e
und typische Schichtung i. d. R. gut von den Ganglienzellen zu unterschieden. Da sie jedoch unter
fast allen Farbstoffen eine unspezifische Positivreaktion zeigen, ist teilweise eine Verwechslung mit
einem typischen, tatsichlich positiven neuronalen Membransaum mdoglich.
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3.1.1 Quantitative Beurteilung der pathogenetischen Beteiligung unter

Beriicksichtigung der Patientendaten

Das Trigeminusganglion wurde bei 36 der 41 CJD-Patienten untersucht. Bei 22 dieser
Patienten ist das Ggl. trigeminale als positiv im Sinne einer pathogenetischen Mitbeteiligung
zu beurteilen, dies entspricht 61 %. Dartiber hinaus erfolgte eine weitere semiquantitative
Beurteilung dieser positiven histologischen Schnitte: Zehn wiesen eine kriftige, funf eine
milige und sieben eine schwache Farbreaktion auf. Die entsprechende Relativverteilung

kann analog abgelesen werden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Verteilung der Firbeergebnisse des Ganglion trigeminale auf positive und
negative Falle

In einem nichsten Schritt wurde untersucht, ob die Mitbeteiligung des Ggl. frigeminale im
Rahmen der Grunderkrankung bzw. seine Immunopositivitit mit dem Vorliegen
bestimmter Subtypen der Erkrankung assoziiert ist. Die 36 untersuchten Patienten
verteilten sich dabei folgendermallen: 18-mal MM1 (50 %), einmal MV1 (3 %), neunmal
MV2 (25 %) und achtmal VV2 (22 %). Abbildung 5 zeigt nun, wie sich diese Subtypen-
Verteilung nach der Differenzierung aller Proben in entweder ,,positive oder ,,negativ*
darstellt. Die in dem Histogramm angegebenen Prozentwerte beziehen sich auf die
Grundgesamtheit der untersuchten Trigeminalganglien (n=306). Es wird deutlich, dass
100 % der MV2- und VV2-Patienten ein positives Trigeminusganglion aufwiesen. Der
MV1-Patient blieb negativ. Von den MM1-Fillen war die Mehrheit (72 %) negativ (n=13);
nur 5 Patienten waren positiv, das entspricht 28 %. Die Mehrheit dieser Patienten (vier von
finf) wies ein lediglich schwach positives Farbeergebnis auf, wohingegen die tiberwiegende
Zahl (zehn von 17) der positiven Typ 2-Patienten ein kriftig positives Resultat zeigte (nicht
dargestellt). Anhand des Verteilungsmusters in Abbildung 5 ist zu sagen, dass in Bezug auf
das Ggl. trigeminale die Tatsache, ob dieses im Krankheitsprozess involviert, d. h. positiv ist,
und der jeweils zugrundeliegende Subtyp statistisch hoch signifikant miteinander assoziiert
sind, wobei gilt ***=p<0,001.
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Abbildung 5: Subtypen-Verteilung in Bezug auf das positive und negative Kollektiv des

Ganglion trigeminale

An die Subtypenanalyse schlossen sich weiterfiihrende Rechnungen an, in denen das
Organresultat nach demselben Prinzip selektiv lediglich gegen den Codon-129-
Polymorphismus bzw. den PrP*-Typ getestet wurde. Fur das Ggl. frigeminale ergab sich
sowohl beziiglich des Polymorphismus als auch des Erregertyps ein statistisch ebenfalls

hoch signifikantes Ergebnis, wobei galt ***=p<0,001 (nicht dargestellt).

3.1.2 Vergleichende Darstellung in paraffin-embedded tissue blot und

Immunhistochemie

Abbildung 6 zeigt exemplarisch den sehr typischen Befund eines positiven
Trigeminusganglions, wie es sich zunidchst im PET-Blot prasentierte. In Bezug auf dieses
Organ gelang eine Bestitigung des PET-Blot-Befundes auch in der IHC. Reprisentativ fiir
diesen Befund zeigt Abbildung 7 denselben Fall in immunhistochemischer Darstellung,
wobei sich entsprechend ein dhnlich intensives Firbeergebnis erzielen ldsst. Das Ggl

trigeminale von Kontrollfillen zeigte sich im PET-Blot stets negativ, beispielhaft zu sehen in
Abbildung 8.
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Abbildung 6: Positive Immunreaktion des Ganglion trigeminale eines CJD-Falls im PET-Blot
unter 12F10

Charakteristischerweise zeigen einige Ganglienzellen lediglich noch einen feinen Plasmamembran-
Saum (schwarzer Pfeil), wohingegen bei anderen als Ausdruck einer fortgeschrittenen Protein-
Pathologie bereits nahezu das gesamte Zytoplasma belegt erscheint (roter Pfeil). Wiederum andere
Neurone in direkter Nihe scheinen nicht von der Pathologie betroffen zu sein (griiner Pfeil).
40-fache VergroBerung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Maf3stab betrdgt 1 mm.
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Abbildung 7: Positive Immunreaktion des Ganglion trigeminale eines CJD-Falls in der

Immunhistochemie unter 12F10

In dieser Abbildung kommt dasselbe Organ wie in Abbildung 6 zur Darstellung. Zur besseren
Vergleichbarkeit mit Letzterer dient die Ubersichtsdarstellung (oben). Nach VergroBerung des
markierten Areals (unten) werden dariiber hinaus die gleichen zelluliren Details sichtbar: der
Membransaum (schwarzer Pfeil) sowie die zytoplasmatische Pathologie, die sich hier im Vergleich
zum PET-Blot weniger flichig, sondern eher im Form eines granuldren Musters zeigt (roter Pfeil).
Typisch ist der hellrote bis pinke Farbton.
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Abbildung 8: Negative Immunreaktion des Ganglion trigeminale eines Kontrollfalls im PET-
Blot unter 12F10

In dieser Abbildung wird deutlich, dass unter denselben Bedingungen, diesmal an einem der
Kontrollfille, eine positive Immunreaktion der Ganglienzellen ausbleibt. Das tiefschwarze Muster
entspricht Formalin-Prizipitaten. 20-fache VergréBierung. Der Abstand zwischen zwei
Markierungen im Mal3stab betrigt 1 mm.

3.2 Das Ganglion nodosum

Das typische histologische Erscheinungsbild des Ggl. nodosum ist in Abbildung 9 dargestellt.

Abbildung 9: Organcharakteristika des Ganglion nodosum

Die Abbildung zeigt eine HE-Ubersichtsfirbung eines Ggl. nodosum. Typisch ist der langstreckige
Verlauf mit nur wenig Gefillen und Bindegewebe.
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3.21 Quantitative Beurteilung der pathogenetischen Beteiligung unter

Beriicksichtigung der Patientendaten

Das Ggl. nodosum wurde bei 16 der 41 CJD-Patienten untersucht. Bei finf dieser Patienten
ist das Ggl nodosum als positiv im Sinne einer pathogenetischen Mitbeteiligung zu
beurteilen, dies entspricht 31 %. Eine weitere semiquantitative Beurteilung dieser positiven
Falle ergab fiir zwel eine kriftige, fiir weitere zwei eine milige und fiir einen eine schwache
Farbreaktion. Die entsprechende Relativverteilung kann analog abgelesen werden

(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Verteilung der Firbeergebnisse des Ganglion nodosum auf positive und
negative Falle

Auch in Bezug auf das Ggl. nodosum wurde nun untersucht, ob seine Mitbeteiligung im
Krankheitsprozess mit dem Vorliegen bestimmter Krankheitssubtypen assoziiert ist. Die 16
untersuchten Patienten verteilten sich dabei folgendermallen: neunmal MMI1 (56 %),
zweimal MV2 (13 %) und funfmal VV2 (31 %). Abbildung 11 zeigt nun, wie sich diese
Subtypen-Verteilung nach der Differenzierung aller Proben in entweder ,,positiv¢ oder
»negative darstellt. Die in dem Histogramm angegebenen Prozentwerte beziehen sich auf
die Grundgesamtheit der fir das Ggl nodosum untersuchten Proben (n=16). Es wird
deutlich, dass die MM1-Patienten hier simtlich negativ waren, sodass alle positiven
Ganglien ausschliefSlich dem Subtyp MV2 bzw. VV2 zuzuordnen sind: Die MV2-Patienten
waren erneut alle positiv. Die VV2-Fille waren etwas haufiger positiv (60 %) als negativ
(40 %), was in absoluten Zahlen 3 gegeniiber 2 Patienten entspricht. Anhand dieses
Verteilungsmusters ist zu sagen, dass in Bezug auf das Ggl nodosum die Tatsache, ob dieses
im Krankheitsprozess involviert, d. h. positiv ist, und der jeweils zugrundeliegende Subtyp

statistisch signifikant miteinander assoziiert sind, wobei gilt *=p<0,05.
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Abbildung 11: Subtypen-Verteilung in Bezug auf das positive und negative Kollektiv des

Ganglion nodosum

An die Subtypenanalyse schlossen sich auch hier weiterfihrende Rechnungen an, in denen
das Organresultat nach demselben Prinzip selektiv lediglich gegen den Codon-129-
Polymorphismus bzw. den PrP*-Typ getestet wurde. Fir das Ggl nodosum ergab sich
sowohl beziiglich des Polymorphismus als auch des Erregertyps ein statistisch sehr

signifikantes Ergebnis, wobei galt **=p<0,01 (nicht dargestellt).

3.2.2 Vergleichende Darstellung in paraffin-embedded tissue blot und

Immunhistochemie

In Abbildung 12 ist der Befund eines sich im PET-Blot positiv darstellenden Ggl. nodosum:
prasentiert. Auch bei diesem Ganglion gelang eine Reproduktion des PET-Blot-Befundes
in der IHC, jedoch mit deutlich geringerer Intensitit beztglich der Farbreaktion. Ein
typisches Beispiel fir diese Tatsache stellt die Abbildung 13 dar. Bei nicht-Prion-Fillen
zeigte das Ggl. nodosum zu keinem Zeitpunkt eine Positivitit im PET-Blot (Abbildung 14).
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Abbildung 12: Positive Immunreaktion des Ganglion nodosum eines CJD-Falls im PET-Blot
unter 12F10

Auch in dieser Abbildung einer klaren Positivreaktion des Ggl nodosum ist wie in Abbildung 6 das
Nebeneinander von nur milder membrandser Pathologie einerseits (schwarzer Pfeil) und
flichenhafter Zytoplasma-Anfirbung andererseits (roter Pfeil) zu erkennen. 32-fache
Vergrélerung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Mal3stab betrigt 1 mm.
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Abbildung 13: Positive Immunreaktion des Ganglion nodosum eines CJD-Falls in der

Immunhistochemie unter 12F10

In dieser Abbildung kommt dasselbe Organ wie in Abbildung 12 zur Darstellung. Zur besseren
Vergleichbarkeit mit Letzterer dient die Ubersichtsdarstellung (oben), worin das die Ganglien
umgebende Gewebe durch den Verdauprozess teilweise destruiert erscheint. Nach Vergrof3erung
zelluldrer Details (markiert) wird in Form von feinen, hellroten Granula eine typische, Membran
und Zytoplasma einschlieBende Positivreaktion deutlich (blaue Pfeile), die jedoch im Vergleich zu
dem Ergebnis im PET-Blot insgesamt dezent ausfillt und nur einzelne Zellen betrifft.
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Abbildung 14: Negative Immunreaktion des Ganglion nodosum eines Kontrollfalls im PET-
Blot unter 12F10

In dieser Abbildung wird deutlich, dass unter denselben Bedingungen, diesmal an einem der
Kontrollfille, eine positive Immunreaktion der Ganglienzellen ausbleibt. Etwas Neuromelanin-
bzw. Lipofuszin-Einlagerungen sind im Sinne eines neuronalen Pigments in den Ganglienzellen zu
erkennen (schwarzer Pfeil). 40-fache Vergréfierung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im
Mafstab betrigt 1 mm.

3.3 Der zervikale Grenzstrang

Das typische histologische Erscheinungsbild von Ganglien des zerviaklen Grenzstrang ist
beispielhaft anhand des Ggl cervicale sup. in Abbildung 15 dargestellt.

Abbildung 15: Organcharakteristika des Ganglion cervicale superins

Die Abbildung zeigt Ausschnitte einer HE-Ubersichtsfirbung des Ggl. cervicale sup. Auch hierbei
handelt es sich charakteristischerweise um ein lingliches Gebilde, jedoch mit einem relativ hohen
Anteil an Bindegewebe (links) und Gefidllen (rechts). Die beiden letzten Merkmale gelten auch als
typische Eigenschaften des Sympathikus im Allgemeinen.
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3.3.1 Quantitative Beurteilung der pathogenetischen Beteiligung unter

Beriicksichtigung der Patientendaten

Der zervikale Grenzstrang wurde bei 15 der 41 CJD-Patienten untersucht. Diese verteilten
sich folgendermallen auf die sechs Subtypen der Erkrankung: achtmal MM1 (53 %),
dreimal MV2 (20 %) und viermal VV2 (27 %). Bei keinem dieser Patienten sind die
Ganglien des zervikalen Grenzstrangs als positiv im Sinne einer pathogenetischen

Mitbeteiligung zu beurteilen (nicht dargestellt).

3.4 Das Ganglion stellatum

Das typische histologische Erscheinungsbild des Ggl stellatum ist in Abbildung 16

dargestellt.

Abbildung 16: Organcharakteristika des Ganglion stellatum

Die Abbildung zeigt HE-Ubersichtsfirbungen von Schnitten des Ggl. stellatum. Typisch ist das
Vorhandensein einer bindegewebigen Kapsel (links) sowie Verzweigungen innerhalb des Organs
(rechts).

3.4.1 Quantitative Beurteilung der pathogenetischen Beteiligung unter

Beriicksichtigung der Patientendaten

Das Ggl. stellatum wurde bei 20 der 41 CJD-Patienten untersucht. Diese verteilten sich
folgendermal3en auf die sechs Subtypen der Erkrankung: elfmal MM1 (55 %), viermal MV2
(20 %) und funfmal VV2 (25 %). Bei keinem dieser Patienten ist das Ggl stellatum als
positiv im Sinne einer pathogenetischen Mitbeteiligung zu beurteilen (nicht dargestellt).

3.5 Der thorakale Grenzstrang

Das typische histologische Erscheinungsbild von Ganglien des thorakalen Grenzstrangs ist
in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Organcharakteristika der Ganglien des thorakalen Grenzstrangs

Die Abbildung zeigt HE-Ubersichtsfirbungen von Schnitten thorakaler Grenzstrangganglien.
Grundsitzlich ist eine Verwechslung mit dem Ggl. szellatum méglich. Jedoch liegen in den
Verzweigungen der thorakalen Ganglien typischerweise Ganglienzellen (links). Eine nodulire
Anordnung der Muskulatur (rechts) ist aufgrund seiner para- bzw. privertebralen Lage ein weiteres
Charakteristikum auch des Sympathikus im Allgemeinen.

3.5.1 Quantitative Beurteilung der pathogenetischen Beteiligung unter

Beriicksichtigung der Patientendaten

Der thorakale Grenzstrang wurde bei 11 der 41 CJD-Patienten untersucht. Bei drei dieser
Patienten sind die Ganglien des thorakalen Grenzstrangs als positiv im Sinne einer
pathogenetischen Mitbeteiligung zu beurteilen, dies entspricht 27 %. In der folgenden
semiquantitativen Auswertung zeigten sich zwei Ganglien als kriftig und eines als miQig

positiv. Die entsprechende Relativverteilung kann analog abgelesen werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Verteilung der Firbeergebnisse der thorakalen Grenzstrangganglien auf

positive und negative Fille

Fir die Ganglien des thorakalen Grenzstrangs erfolgte ebenfalls eine Untersuchung zur
Assoziation der Organbefunde mit den entsprechenden Subtypen. Die Verteilung der 11
untersuchten Patienten sah dabei folgendermallen aus: fiinfmal MM1 (45 %), dreimal MV2
(27 %) und dreimal VV2 (27 %). Abbildung 19 zeigt die Subtypen-Verteilung nach der
Differenzierung aller Proben in entweder ,positiv oder ,negativ. Die in dem

Histogramm angegebenen Prozentwerte beziehen sich auf die Grundgesamtheit der
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untersuchten thorakalen Grenzstrangganglien (n=11). Wiederum erwiesen sich hier alle
MM1-Patienten als negativ. Ebenso kamen daher erneut alle positiven Proben aus der
MV2- bzw. VV2-Untergruppe: 67 % der MV2- (n=2) und 33 % der VV2-Patienten (n=1)
waren positiv. Umgekehrt waren 33 % (n=1) der MV2- bzw. 67 % (n=2) der VV2-Fille
negativ. Die statistische Analyse dieses Verteilungsmusters konnte in Bezug auf die
Ganglien des thorakalen Grenzstrangs keine signifikante Assoziation zwischen dem

Organbefund sowie dem dahinterstehenden Subtypen erbringen, wobei galt n.s.=p>0,05.

Thorakaler Grenzstrang

0,
5| | 45%
4,
=
S
c
[}
€
2
© 18% 18%
a 2} 1
0, 0,
all 9% | 9%
0 n n n n n n n n
MM1I MM2 MV MV2 VW2 MM1I MM2 MV1I MvV2 VW2
positiv negativ
Subtyp

Abbildung 19: Subtypen-Verteilung in Bezug auf das positive und negative Kollektiv der

Ganglien des thorakalen Grenzstrangs

An die Subtypenanalyse schlossen sich schlief3lich weiterfithrende Rechnungen an, in denen
das Organresultat nach demselben Prinzip selektiv gegen den Codon-129-Polymorphismus
bzw. den PrP*-Typ getestet wurde. Fir die Ganglien des thorakalen Grenzstrangs ergab
sich weder in Bezug auf den Polymorphismus noch auf den Erregertyp ein statistisch

signifikantes Ergebnis, wobei galt n.s.=p>0,05 (nicht dargestellt).

3.5.2 Vergleichende Darstellung in paraffin-embedded tissue blot und

Immunhistochemie

Beispielhaft fir die Ganglien des thorakalen Grenzstrangs wird hier das immunopositive
PET-Blot-Ergebnis eines Ganglions auf Hohe Th3/4 gezeigt (Abbildung 20). Fur die
Ganglien des thorakalen Grenzstrangs gelang eine Reproduktion der PET-Blot-Resultate

mit anndhernd derselben Intensitit auch in der Immunhistochemie (Abbildung 21). Die
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thorakalen Grenzstrangganglien von nicht-Prion-Patienten stellten sich im PET-Blot
erwartungsgemal stets negativ dar (Abbildung 22).

Abbildung 20: Positive Immunreaktion eines thorakalen Grenzstrangganglions auf Hohe
Th3/4 bei einem CJD-Fall im PET-Blot unter 12F10

Die Abbildung zeigt deutlich und diberwiegend flichig immunopositive thorakale Ganglienzellen.
40-fache VergréBierung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Mal3stab betrdgt 1 mm.
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Abbildung 21: Positive Immunreaktion eines thorakalen Grenzstrangganglions auf Hohe
Th3/4 bei einem CJD-Fall in der Immunhistochemie unter 12F10

Zu sehen ist dasselbe Organ wie in Abbildung 20. Zur besseren Vergleichbarkeit mit letzterer dient
die Ubersichtsdarstellung (oben). In den hieraus entnommenen (markiert) unteren
Detailaufnahmen wird ein nach seiner Intensitit dem PET-Blot-Resultat annihernd vergleichbares
Firbeergebnis deutlich. Gekennzeichnet sind die beiden bekannten Erscheinungsformen: der pinke
Membransaum (schwarzer Pfeil) bzw. das zytoplasmatische, granulire Muster (roter Pfeil). Gut zu
erkennen ist das ubiquitire Vorkommen von briunlichen Neuromelanin-Granula in den
Nervenzellen.
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Abbildung 22: Negative Immunreaktion eines thorakalen Grenzstrangganglions bei einem
Kontrollfall im PET-Blot unter 12F10

Die Abbildung zeigt, dass unter denselben Bedingungen, diesmal bei einem der Kontrollfille, eine
positive Immunreaktion der Ganglienzellen im PET-Blot ausbleibt. Die diskrete Braunfirbung der
Ganglienzellen entspricht neuronalen Pigmenteinlagerungen. 40-fache VergréBerung. Der Abstand
zwischen zwei Markierungen im Malstab betrdgt 1 mm.

3.6 Das Ganglion coeliacum

Das typische histologische FErscheinungsbild des Ggl coeliacum ist in Abbildung 23
dargestellt.

Abbildung 23: Organcharakteristika des Ganglion coeliacun:

Die Abbildung zeigt HE-Ubersichtsfirbungen von Schnitten des Ggl. coeliacum. Typisch sind ein
hoher Anteil an Fett- und durchziehendem Bindegewebe (links) sowie der regelmiflige Mitanschnitt
von lymphatischen Strukturen (rechts).
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3.6.1 Quantitative Beurteilung der pathogenetischen Beteiligung unter

Beriicksichtigung der Patientendaten

Das Ggl. coeliacum wurde bei 35 der 41 CJD-Patienten untersucht. Bei vier dieser Patienten
ist das Ggl. coeliacum als positiv im Sinne einer pathogenetischen Mitbeteiligung zu
beurteilen, dies entspricht 11 %. Eine weitere semiquantitative Beurteilung dieser positiven
Fille erbrachte fur zwei eine kriftige und fir jeweils einen eine mifBige bzw. schwache
Intensitit in der Farbreaktion. Die entsprechende Relativverteilung kann analog abgelesen
werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Verteilung der Firbeergebnisse des Ganglion coeliacum auf positive und
negative Falle

Auch fur das Ggl. coeliacum tolgte nun eine Analyse zur Assoziation von Organbefund und
Krankheitssubtyp. Die Verteilung der 35 untersuchten Patienten sah dabei folgendermal3en
aus: 15-mal MM1 (43 %), einmal MM2 (3 %), einmal MV1 (3 %), zehnmal MV2 (29 %)
und achtmal VV2 (23 %). In Abbildung 25 ist die Subtypen-Verteilung nach der
Differenzierung aller Proben in entweder ,,positiv" oder ,,negativ® darstellt. Die in dem
Histogramm angegebenen Prozentwerte beziehen sich auf die Grundgesamtheit der
untersuchten Zoliakalganglien (n=35). Zu sehen ist, dass abermals alle MM1-Fille negativ
waren, ebenso der MM2- und der MV1-Patient. Die wenigen positiven Ganglien
entstammen also erneut der MV2- bzw. VV2-Untergruppe: 30 % der MV2-Patienten waren
positiv (n=3) sowie 12,5 % der VV2-Patienten (n=1). Negativ waren bei diesen beiden
Subtypen jeweils sieben Patienten, entsprechend 70 % bei MV2 bzw. 87,5 % bei VV2. Die
statistische Analyse dieses Verteilungsmusters konnte in Bezug auf das Gg/. coeliacum keine
signifikante Assoziation zwischen dem Organbefund sowie dem dahinterstehenden Subtyp

erbringen, wobei galt n.s.=p>0,05.
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Abbildung 25: Subtypen-Verteilung in Bezug auf das positive und negative Kollektiv des

Ganglion coeliacum

An die Subtypenanalyse schlossen sich wiederum weiterfithrende Rechnungen an, in denen
das Organresultat nach demselben Prinzip selektiv lediglich gegen den Codon-129-
Polymorphismus bzw. den PrP*-Typ getestet wurde. Fir das Ggl. coeliacum ergab sich in
Bezug auf den Polymorphismus kein statistisch signifikantes Ergebnis, wobei galt
n.s.=p>0,05 (nicht dargestellt). Im Hinblick auf den Erregertyp wurde das
Signifikanzniveau mit p=0,051 hier knapp verfehlt, wobei galt n.s.=p>0,05 (nicht
dargestellt).

3.6.2 Vergleichende Darstellung in paraffin-embedded tissue blot und

Immunhistochemie

Exemplarisch wird hier ein immunopositives Ggl. coeliacum im PET-Blot gezeigt (Abbildung
26). Im Fall dieses Organs lag die Aggregatlast jedoch unterhalb der
immunhistochemischen Detektionsschwelle, sodass eine Reproduktion des Ergebnisses mit
dieser weniger sensitiven Methode nicht gelang (Abbildung 27). Der Vollstindigkeit halber
wurde auch hier schlieBlich das Anfirbeverhalten des Ggl. coeliacum an Kontrollfillen im
PET-Blot untersucht und blieb unauffillig (Abbildung 28).
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Abbildung 26: Positive Immunreaktion des Ganglion coeliacum eines CJD-Falls im PET-Blot
unter 12F10

Die Abbildung zeigt in der Ubersicht (oben, 25-fache VergréBerung) zwei positive Nervenzellareale
eines Ggl. coeliacum (markiert), welche unten vergroBert (90fach) dargestellt sind. Erneut ist auf das
gleichzeitige Vorhandensein markierter Zellmembranen (schwarzer Pfeil) und schattenhaft
angefirbten Zytoplasmas (rote Pfeile) hinzuweisen. Das braune Ablagerungsmuster entspricht
Neuromelanin-Einlagerungen in den Ganglienzellen. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im
Mafstab betrigt 1 mm.
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Abbildung 27: Negative Immunreaktion des Ganglion coeliacum eines CJD-Falls in der

Immunhistochemie unter 12F10

In dieser Abbildung kommt dasselbe Organ wie in Abbildung 26 zur Darstellung. Zur besseren
Vergleichbarkeit mit letzterer dient die Ubersichtsdarstellung (links). In der hieraus entnommenen
Detailaufnahme (rechts) wird die im Vergleich zum PET-Blot ausbleibende Immunreaktion
deutlich. Die extrazellulir gelegenen flichenhaft pinken Niederschlige sind unspezifisch. Gut zu
erkennen ist das ubiquitire Vorkommen von briunlichen Lipofuszin-Granula in den Neuronen.

Abbildung 28: Negative Immunreaktion des Ganglion coeliacum eines Kontrollfalls im PET-
Blot unter 12F10

Es wird deutlich, dass unter denselben Bedingungen, diesmal an einem der Kontrollfille, eine
positive Immunreaktion der Ganglienzellen im PET-Blot ausbleibt. Etwas Neuromelanin-
Einlagerungen der Ganglienzellen sind zu erkennen (schwarze Pfeile). 40-fache VergroBerung. Der
Abstand zwischen zwei Markierungen im Maf3stab betrdgt 1 mm.
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3.7 Der Plexus pelvinus

3.7.1 Quantitative Beurteilung der pathogenetischen Beteiligung unter

Beriicksichtigung der Patientendaten

Der Pl pelvinus wurde bei neun der 41 CJD-Patienten untersucht. Bei einem dieser
Patienten sind die hierin enthaltenen Ganglien als positiv im Sinne einer pathogenetischen
Mitbeteiligung zu beurteilen, dies entspricht 11 %. Die entsprechende Farbreaktion fiel
hierbei miBig positiv aus (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Verteilung der Firbeergebnisse der Ganglien des Plexus pelvinus auf positive

und negative Fille

Die neun untersuchten Patienten verteilten sich folgendermallen auf die sechs Subtypen
der Erkrankung: viermal MM1 (44 %), zweimal MV2 (22 %) und dreimal VV2 (33 %). Der

positive Fall wies einen VV2-Hintergrund auf.

3.7.2 Vergleichende Darstellung in paraffin-embedded tissue blot und

Immunhistochemie

Der PET-Blot-Befund zu dem in 3.7.1 beschriebenen Fall ist in Abbildung 30 dargestellt.
Eine Reproduktion dieses Firbeergebnisses in der IHC blieb aus (Abbildung 31). Die

Ganglien des P/ pelvinus von Kontrollpatienten zeigten sich im PET-Blot stets negativ
(Abbildung 32).



3 Ergebnisse 55

Abbildung 30: Positive Immunreaktion eines Ganglions des Plexus pelvinus bei einem CJD-
Fall im PET-Blot unter 12F10

Die Abbildung zeigt ein Ganglion des P/ pelvinus in der Ubersicht (links, 40-fache VergréBerung)
bzw. einer hieraus (markiert) vergro3erten Ansicht (rechts, 90-fache Vergréfierung). Zu erkennen
ist die immunopositive Reaktion der Ganglienzellen, teils membranbetont, teils flichig
zytoplasmatisch. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Mal3stab betrdgt 1 mm.

Abbildung 31: Negative Immunreaktion eines Ganglions des Plexus pelvinus bei einem CJD-

Fall in der Immunhistochemie unter 12F10

Die Abbildung zeigt dasselbe Organ wie in Abbildung 30. Zur besseren Vergleichbarkeit mit
letzterer dient die Ubersichtsdarstellung (links). In der hieraus entnommenen (markiert) rechten
Detailaufnahme prisentieren sich die Ganglienzellen immunonegativ. Aufgrund eines relativ hohen
Gesamthintergrunds kommt es lediglich zu einer unspezifischen und gleichmiBig flichigen
Rosafirbung aller Neurone. Auch hier sind zusitzlich briaunliche Neuromelanin-Granula in den
Nervenzellen zu erkennen.
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Abbildung 32: Negative Immunreaktion eines Ganglions des Plexus pelvinus bei einem
Kontrollfall im PET-Blot unter 12F10

Die Abbildung zeigt, dass unter denselben Bedingungen, diesmal bei einem der Kontrollfille, eine
positive Immunreaktion der Ganglienzellen im PET-Blot ausbleibt. Einige der Nervenzellen
imponieren zwar dunkel-violett, dies ist jedoch bei relativ hohem Gesamtfirbeniveau als nicht
spezifisch zu werten. 40-fache VergroBerung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im
Maf3stab betrigt 1 mm.

3.8 Patientenfille mit mehreren immunopositiven Ganglien

Unter den 41 untersuchten sCJD-Fillen fanden sich insgesamt sieben, bei welchen
mindestens zwei Ganglienstrukturen betroffen waren. Entsprechend den oben
ausgefithrten Ergebnissen wiesen alle diese Patienten einen PrP*-Typ 2-Hintergund auf,
darunter finf MV2- und zwei VV2-Subtypen. Ferner zeigten alle diese Falle eine Positivitit
des Trigeminusganglions. Zwei der Patienten (Nummer 25 und 30) waren zusitzlich
immunopositiv im Ggl. coeliacum sowie zwei weitere im Ggl nodosum (Nummer 29) bzw.
thorakalen Grenzstrang (Nummer 31). Die Patienten mit der Nummer 32 und 40 zeigten
Uber das Trigeminusganglion hinaus einen Befall sowohl des Ggl. nodosum als auch der
Ganglien des thorakalen Grenzstrangs. Der einzige Patient mit einer immunopositiven
Reaktion in den Ganglien des P/ pelvinus (Nummer 37) schlieBlich prisentierte dariiber

hinaus neben dem Ggl. trigeminale eine Aftektion des Ggl. nodosum und Ggl. coeliacum.

3.9 Exemplarische Darstellung unter alternativen Antikérpern

Anti-PrP 12F10 stellte unseren Referenz-Antikérper dar, da sich hierunter die
zuverlassigsten und morphologisch schénsten Resultate ergaben. Im Folgenden sollen nun
exemplarisch Firbeergebnisse aus dem PET-Blot mit zu 12F10 alternativen Antikérpern
dargestellt werden. Es besteht dabei kein Anspruch auf Vollstindigkeit. Es soll lediglich
deutlich werden, dass das unter dem Referenzantikérper erzielte Ergebnis auch unter 3F4
bzw. ICSM-18 vielfach bestitigt werden konnte (Abbildung 33, Abbildung 34), wenn auch
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mit teilweise geringerer Intensitit (Abbildung 34, Abbildung 35). Ebenso werden aber auch
diskrepante Firbeergebnisse gezeigt, bei welchen es nicht gelungen ist, mit den alternativen
Antikérpern das Resultat des Standards 12F10 zu reproduzieren (Abbildung 36, Abbildung
37). Ausgangpunkt dieser Versuchsreihe war tblicherweise ein kriftig positives
Firbeergebnis im PET-Blot unter 12F10. Die dahinterstehende Uberlegung war, die
Wahrscheinlichkeit einer Antigen-Detektion bei einem teilweise recht subtilen Mal3 an
Positivitit bzw. im Vergleich zu 12F10 reduzierter Sensitivitit des entsprechenden

Antikérpers moglichst zu erhéhen.

Abbildung 33: Vergleichende Darstellung eines Ganglion trigeminale im PET-Blot unter
12F10 (links) bzw. 3F4 (rechts)

Die beiden Abbildungen machen im Vergleich deutlich, wie sich ein Trigeminusganglion im PET-
Blot sowohl unter 12IF10 als auch unter 3F4 kriftig positiv anfirben lie. Beide 20-fache
VergréBerung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Mal3stab betrdgt 1 mm.

Abbildung 34: Vergleichende Darstellung eines Ganglion trigeminale im PET-Blot unter
12F10 (links), ICSM-18 (Mitte) bzw. 3F4 (rechts)

Die drei Abbildungen machen im Vergleich deutlich, wie sich ein Trigeminusganglion im PET-Blot
unter 12F10 und ICSM-18 kriftig, unter 3F4 jedoch nur schwach positiv anfirben lie3. Alle
20-fache VergroBerung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Maf3stab betrigt 1 mm.
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Abbildung 35: Vergleichende Darstellung eines Ganglion nodosum im PET-Blot unter 12F10
(links) bzw. ICSM-18 (rechts)

Die beiden Abbildungen machen deutlich, wie sich ein Ggl. nodosum im PET-Blot unter 12F10
kriftig und im Vergleich dazu unter ICSM-18 bei relativ hohen Hintergrund miBig positiv anfirben
lieB3. Beide 20-fache VergréBerung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Mal3stab betrigt

1 mm.

Abbildung 36: Vergleichende Darstellung eines Ganglion coeliacum im PET-Blot unter 12F10
(links) bzw. 3F4 (rechts)

Die beiden Abbildungen machen im Vergleich deutlich, wie sich ein Ggl. coeliacum im PET-Blot
unter 1210 kriftig positiv darstellte, wohingegen eine Immunreaktion unter 354 ausblieb.
Lediglich etwas braune Neuromelanin-Einlagerungen sind in den Ganglienzellen zu erkennen
(rechts). Beide 40-fache VergroB3erung. Der Abstand zwischen zwei Markierungen im Mal3stab
betrdgt 1 mm.
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Abbildung 37: Vergleichende Darstellung eines thorakalen Grenzstrangganglions im PET-
Blot unter 12F10 (oben) bzw. ICSM-18 (unten)

Die beiden Abbildungen machen im Vergleich deutlich, wie sich ein thorakales
Grenzstrangganglion im PET-Blot unter 12F10 kriftig positiv darstellte, wohingegen eine
eindeutige Immunreaktion unter ICSM-18 ausblieb. Das dunkelbraune Muster entspricht Formalin-
Prizipitaten (griines Oval). An der 12F10-Firbung wird noch ein weiterer, allgemeiner Aspekt
deutlich, welcher recht hiufig zu beobachten war: Die positive Reaktion beschrinkt sich fast
ausschlielich auf bestimmte Areale (rotes Oval), wohingegen andere, unmittelbar benachbarte
Bereiche des Gewebes im Vergleich nur sehr schwach betroffen bzw. fast ausgespart von der
Pathologie erscheinen (schwarzes Oval). Beide 20-fache Vergréfierung. Der Abstand zwischen zwei
Markierungen im MaBstab betrigt 1 mm.
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3.10 Weiterfithrende Untersuchungen mit dem Western Blot

Im Folgenden sollen ebenfalls lediglich beispielhaft ausgewihlte Ganglienresultate
zusitzlich im Western Blot zur Darstellung kommen. Es soll verdeutlicht werden, dass sich
die im PET-Blot und teilweise auch in der IHC demonstrierte pathogenetische Beteiligung
peripherer Ganglien im Rahmen der CJD grundsitzlich mithilfe dieser weiteren, nun nicht-
morphologischen, sondern biochemischen Methode bestitigen ldsst. Den Erfahrungen im
PET-Blot entsprechend wihlten wir fir diese Untersuchungen ausschlieflich Patienten mit
einem MV2- oder VV2-Subtyp der Erkrankung aus, da sich — mit Ausnahme des Ggl

trigeminale — ausschlief3lich in diesen Fillen positive Farberesultate gezeigt hatten.
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Abbildung 38: Darstellung ausgewahlter Ganglien im Western Blot unter 3F4 (I)

Die Abbildung zeigt das Resultat einer erginzenden Untersuchung ausgewihlter Ganglien mit dem
Western Blot. Die zugehdrigen Banden wurden entsprechend beschriftet. Ein GréBenmarker fiir das
Molekulargewicht in kDa ist am rechten Rand aufgetragen. Zum Vergleich sind ebenfalls eine
Negativ- sowie zwei Positivkontrollen mit abgebildet. Letztere entsprechen Hirnhomogenaten von
je einem Fall mit PrPs-Typ 1 bzw. 2 und unterscheiden sich in dieser gelelektrophoretischen
Auftrennung nach PK-Verdau in der GroBe ihres deglykosylierten Fragments (s. 1.1.4): Der
unteren Bande entsprechend betrigt diese bei Typ 1 20,5 kDa sowie bei Typ 2 18,7 kDa. Die
beiden jeweils oberhalb davon deutlich zu erkennenden Banden mit h6herem Molekulargewicht
reprisentieren entsprechend die einfach (mittlere Bande) bzw. zweifach (obere Bande) glykosylierte
Form. Unterhalb davon im niedermolekularen Bereich sind teilweise Abbaubanden zu erkennen.
Von links nach rechts: Die beiden Proben des Zoliakalganglions wurden dem linken bzw. rechten
Organ desselben Patienten entnommen, welcher einen MV2-Subtyp aufwies. Das Ggl. nodosum
sowie die sympathischen Strukturen stammen ebenfalls von einem MV2-Fall.
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Als positiv sind in Abbildung 38 die beiden Guanglia coeliaca sowie das thorakale
Grenzstrangganglion zu bewerten, wobei die hier sichtbaren Banden als Resultat der
getroffenen Fallauswahl (MV2) entsprechend mit denen der Typ 2-Kontrolle

korrespondieren. Die tibrigen Proben sind negativ.
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Abbildung 39: Darstellung ausgewahlter Ganglien im Western Blot unter 3F4 (I1I)

Die Abbildung zeigt ein weiteres Ergebnis der erginzenden Untersuchung ausgewihlter Ganglien
mit dem Western Blot. Die zugehérigen Banden wurden entsprechend beschriftet. Ein
GroBenmarker fir das Molekulargewicht in kDa ist am linken Rand aufgetragen. Zum Vergleich
wurden dieselben Positivkontrollen wie in Abbildung 38 mit abgebildet. Das Ggl. #rigeminale und
coeliacum auf der linken Seite stammen abermals von einem MV2-Patienten, jene auf der rechten von
einem VV2-Subtyp.

Als eindeutig positiv sind in Abbildung 39 nur die beiden Trigeminalganglien zu beurteilen;
entsprechend der Probenauswahl (MV2 bzw. VV2) korrespondieren die Banden hier
erneut mit denen der Typ 2-Positivkontrollen. Die Spuren der beiden Ganglia coeliaca
erscheinen nicht vollkommen frei von jedem Signal, fiir eine klare Befundung als positiv ist

dies jedoch nicht ausreichend.

3.11 Die genetischen Fille

Insgesamt wurden auch zwei FFI-Patienten im PET-Blot untersucht. In beiden Fillen
stand ausschlieBSlich das Ggl. coeliacum tir eine Analyse zur Verfiigung. Hierbei ergab sich
keinerlei Positivitit (nicht dargestellt). Auf weiterfiihrende Untersuchungen wurde

entsprechend verzichtet.
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3.12 Nicht-ganglionire Ablagerungsmuster

Erginzend zur Ganglienanalyse erfolgte auch eine Darstellung von Nervenstrukturen.
Selektiv geschah dies fir periphere Nerven in Form des N. ischiadicus und Fasern des P/
brachialis; deren Schnitte zeigten sich stets immunonegativ. Dariiber hinaus beinhalteten die
Proben des Ggl. trigeminale und Ggl. nodosum in vielen Fillen auch Anteile des N. #rigeminus
bzw. N. vagus. Wihrend die Fasern des N. vagus ebenfalls zu jedem Zeitpunkt negativ
blieben, prasentierten sich in der PET-Blot-Firbung eines Trigeminusganglions axonale

Fasern positiv, welche mutmalBlich dem N. #rigeminus zuzuordnen sind (nicht dargestellt).

Ferner konnten im Rahmen der histologischen Untersuchungen nebenbefundlich zu den
neuronalen auch noch weitere Ablagerungsmuster der Proteinpathologie beobachtet
werden (nicht dargestellt). Im PET-Blot konnte einmalig ein nicht niher klassifizierbares
Ablagerungsmuster im  Nebennierenmark beobachtet werden, wobei es sich
bekanntermalen um sympathisches, Ganglien-dhnliches Gewebe handelt. In der THC
zeigte sich teilweise eine positive Farbreaktion von Satellitenzellen, also jenen Gliazellen,

die die Perikarien der Neurone in den Ganglien umbhiillen.

Dariiber hinaus zeigte sich regelmiBig ein weiteres Muster unklarer Atiologie bzw.
anatomischer Zuordnung (nicht dargestellt), das im PET-Blot seiner Farbgebung nach am
chesten der typischen Positivreaktion im Sinne eines dunklen Violetts ahnelt,
morphologisch ist es jedoch punktartig im umliegenden Gewebe verteilt. Ein mogliches
Korrelat konnte ebenfalls in der IHC beobachtet werden: in Form von kleinen Zellen mit
einer perinukledren Pathologie, d. h. Anfirbung des Zytoplasmas und Aussparung des
Zellkerns. Diese Zellen fanden sich ebenfalls perineuronal, entweder diffus im Binde- und
Fettgewebe oder aber im lymphatischen Gewebe. Bei Vorkommen in Ersterem erschienen
sie klein, linglich und hatten einen eher randstindigen Zellkern. Bei tberwiegendem
Auftreten in Fett- oder lymphatischem Gewebe zeigten sich die Zellen gréBer, rund und
mit zentral gelegenem Kern. Interessanterweise fand sich dieses Muster allgemein nur unter
den anti-PrP-Antikérpern 12F10 und ICSM-18, nicht jedoch unter 3F4. Ferner kam es
sowohl bei den Prion-Fillen als auch den Kontrollen zur Darstellung, wenn auch bei

Letzteren insgesamt weniger ausgepragt.
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4 Diskussion

4.1 Einordnung der humanen Ganglienbefunde

Die Resultate unserer Ganglienuntersuchung zur sCJD bzw. iCJD (s. 3) lassen sich wie
folgt zusammenfassen: FEine grundsitzliche Immunreaktivitit im Sinne einer
pathogenetischen Mitbeteiligung lie3 sich mithilfe der Standardmethode des PET-Blots im
Ggl. trigeminale und Ggl. nodosum, im thorakalen Grenzstrang sowie im Ggl. coeliacum und den
Ganglien des P/ pelvinus nachweisen, nicht jedoch im zervikalen Grenzstrang oder dem Ggl.
stellatum. Eine immunhistochemische Bestitigung der Positivbefunde gelang vollstindig in
Bezug auf das Ggl. trigeminale, relativ uberzeugend fir die Ganglien des thorakalen
Grenzstrangs, nur miBig fiur das Ggl. nodosum und gar nicht fur das Ggl. coeliacum sowie die
Ganglien des P/ pelvinus. Eine sich final anschlieBende Untersuchung mit dem Western Blot
konnte die positiven Ergebnisse im Ggl. trigeminale und Ggl. coeliacum sowie im thorakalen
Grenzstrang reproduzieren; das Ggl. nodosum blieb negativ. Ganglien des P/ pelvinus standen
fir eine Analyse im Western Blot nicht zur Verfugung, zusitzlich wurden jedoch auch der
zervikale Grenzstrang am Beispiel des Ggl. cervicale sup. sowie das Ggl. stellatum untersucht,
bei welchen ein Nachweis von PrP* ausblieb. Bei den FFI-Patienten erfolgte eine sehr
ausgewihlte  Untersuchung lediglich der Zoliakalganglien, wobei wir  keine
Immunreaktivitat feststellen konnten.

Ein Vergleich mit der bestehenden Literatur zur Ganglienbeteiligung im Rahmen humaner
Prionerkrankungen zeichnet folgendes Bild: Haik et al. (2003) beschrieben die
immunhistochemische Beteiligung des sympathischen Nervensystems in Form des Ggl.
coeliacum, Ggl. stellatum und Ggl. mesentericum sup. fir die vCJD, verneinten diese aber
ausdriicklich im Fall der sCJD oder iCJD. Zur Bestitigung ihrer Ergebnisse erginzten sie
die IHC um weitere Methoden: In einer PET-Blot-Untersuchung zeigten sich das Ggl
coeliacum und Ggl. stellatum positiv bei der vC]JD, aber negativ bei den sporadischen CJD.
Die Analyse des Ggl. mesentericum und Ggl. stellatum im Western Blot lieferte, wie auch in den
entsprechenden Immunfirbungen, ausschlieBlich fiir die vCJD, nicht jedoch im Fall der
sCJD ein positives Ergebnis. Die vollstindig negativen Resultate im Hinblick auf das Gg/.
stellatum ~ bet den sporadischen CJD und der iCJD stimmen mit unseren
Versuchsergebnissen iiberein. Eine Diskrepanz besteht jedoch in Bezug auf das Ggl
coeliacum: Zwar gelang uns ebenfalls keine Bestitigung dieses Befundes in der IHC (s.
Abbildung 27), im PET-Blot konnte aber ecine klare Immunreaktivitit nachgewiesen
werden (s. Abbildung 26). Ein wesentlicher Kritikpunkt an der Studie von Haik et al.
(2003) und zugleich mégliche Erklirung fiir diese fehlende Ubereinstimmung ist, dass hier
im Vergleich zur vCJD insgesamt nur zwei sporadische CJD-Patienten und ein iCJD-

Patient untersucht worden sind. Diese auch fir eine seltene Krankheit sehr niedrige



4 Diskussion 64

Fallzahl fuhrt zu einer eingeschrinkten Aussagekraft, insbesondere, wenn man bedenkt,
wie gering teilweise der Anteil eindeutig immunopositiver Proben im Rahmen der von uns
untersuchten Ganglien war, etwa 11 % im Fall des Ggl. coeliacum. Hainfellner und Budka
(1999) konnten in ihren immunhistochemischen Analysen von u. a. enterischen Ganglien
keine pathologischen Proteinablagerungen in denselben feststellen. Untersucht wurden
hierbei drei sporadische CJD-Patienten und ein FFI-Patient. In den von uns untersuchten
enterischen Ganglien, dem Ggl. coeliacum und den Ganglien des P/ pelvinus, gelang hingegen
der Nachweis von Proteinaggregaten wenigstens bei einzelnen CJD-Patienten (s.
Abbildung 26 und Abbildung 30). Im Hinblick auf die FFI fanden wir ebenfalls
immunonegative Zoliakalganglien vor. Als Erklirungsansitze fir diese differierenden
Ergebnisse kommt einerseits wiederholt die sehr niedrige Fallzahl der Autoren in Betracht,
andererseits sei auf die der IHC uberlegene Sensitivitit des PET-Blots verwiesen.
Demgegentiber konnten Lee et al. (2005) bereits zeigen, dass sich der Befall von
autonomen Ganglien nicht auf die vCJD beschrinkt. Immunhistochemisch blieb das
sympathische Ganglion aus dem thorakalen Grenzstrang eines sCJD-Patienten hier zwar
negativ, bei einem von zwei untersuchten Patienten mit einer sporadischen CJD aber zeigte
sich das Ggl. coeliacum positiv. Es zeichnet sich somit tendenziell eine Ubereinstimmung mit
unseren Firberesultaten ab, in welchen sich allerdings auch die thorakalen
Grenzstrangganglien immunopositiv gezeigt hatten (s. Abbildung 20). Zu kritisieren ist an
dieser Arbeit abermals die Verwendung einer nicht optimalen Methode sowie von fiir diese
Fragestellung sehr kleinen Patientenkollektiven. Im Fall einer Untersuchung von mehr als
nur einem Patienten wire auch unter den Bedingungen von Lee et al. (2005) vermutlich mit
einer Immunreaktivitit des sympathischen Grenzstrangs zu rechnen gewesen. Ferner
resultiert aus dieser Studie eine grof3e Bedeutung des sensiblen Nervensystems in der CJD-
Pathogenese (s. 1.2.5), was auch mit unseren Daten iibereinstimmt: Mit Gber 60 % war das
Ggl. trigeminale in unserer Arbeit mit Abstand am hiufigsten immunopositiv, das Gg/.
nodosurm  am  zweithdufigsten mit 31 %. Zur biochemischen Bestitigung ihrer
morphologischen Resultate fiihrten schlieflich auch Lee et al. (2005) eine Western-Blot-
Untersuchung durch. Hierfir stand ihnen ein Ggl Gasseri eines sCJD-Patienten zur
Verfiigung, in welchem ihnen ebenfalls in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen der
Nachweis von PrP* gelang. Auch Guiroy et al. (1989) hatten bereits auf die Rolle des
Trigeminusganglions im Rahmen der CJD-Pathogenese verwiesen. Zum Ggl. nodosum
hingegen scheinen, ganz anders als beim Tier (s. 1.2.2), im Kontext der sCJD bislang keine
vergleichbaren Untersuchungen zu existieren.

Head et al. (2004) gelang es durch die Untersuchung verschiedener peripherer Gewebe
mithilfe von IHC und Western Blot, Befallsmuster zu erarbeiten, welche es erlauben, die
sporadischen CJD sowie vCJD und iCJD voneinander zu differenzieren. Exemplarisch fiir
Letztere diente hierbei ein mit einer Hormontherapie assoziierter peripherer Fall. Die
Detektion von PrPres erfolgte dabei u. a. im Trigeminusganglion, und zwar

immunhistochemisch bei den meisten sporadischen CJD- und allen vCJD-Fillen. Eine
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Bestitigung gelang bei diesen beiden Gruppen auch im Western Blot, ebenso wie der
Nachweis von PrPres bei der iCJD. Eine PrPres-Positivitit in den Spinalganglien zeigte
sich dartiber hinaus in der IHC bei der Hailfte der sCJD- und abermals allen vCJD-
Patienten. Nur bei Letzteren gelang dieser Nachweis grundsitzlich auch im Western Blot,
hier zeichnete sich ferner der iCJD-Fall durch das Fehlen pathologischen Proteins aus. Wie
einleitend erkldrt (s. 3), setzte sich unser Patientenkollektiv neben tberwiegend
sporadischen CJD- auch aus zwei zentralen iCJD-Fillen zusammen, eine weitere
Differenzierung beziiglich dieser beiden Diagnosen wurde von uns nicht vorgenommen.
Tatsdchlich waren aber in der Untersuchung von Head et al. (2004) die Befunde im
Hinblick auf das Trigeminusganglion jedenfalls unabhingig von der Subform der
Erkrankung recht einheitlich im Sinne einer grundsitzlichen Immunreaktivitit. Diese
kénnen wir sowohl morphologisch im PET-Blot und der IHC als auch im Western Blot
bestitigen.

4.2 Morphologische Charakterisierung der ganglioniren Pathologie

Im Hinblick auf das Gesamterscheinungsbild der Ganglienfirbungen haben wir nicht
selten die Beobachtung gemacht, dass sich innerhalb ein und desselben Schnitts
pathologisch betroffene sowie nicht betroffene Areale oder sogar einzelne Zellen mit
diesen Eigenschaften in unmittelbarer Nachbarschaft befinden kénnen (s. Abbildung 6 und
Abbildung 37). Eine Erklirung fur diesen Aspekt einer fokalen Betroffenheit bleibt offen.
Es stellt sich jedoch die Frage nach mdglichen protektiven Mechanismen in den
physiologisch erscheinenden Zellen. Grundsitzlich ist dieses Phinomen weder unbekannt
noch auf Neurone beschrinkt: DeJoia et al. (2006) bemerkten beztiglich der von ihnen
beobachteten PrP*-positiven Skelettmuskelzellen ebenfalls, dass diese in vielen Fillen von
PrP*-negativen Zellen derselben Art umgeben waren. Dieser Vergleich wird durch die
Tatsache relativiert, dass sich das beschriebene Muster in der Skelettmuskulatur durch
entsprechende Motoneuron-Versorgungsgebiete erklirt (Herzog et al. 2005). Man konnte
jedoch spekulieren, dass das Ablagerungsmuster im Gangliengewebe ebenfalls in
Abhingigkeit von der Innervation durch periphere Nerven entsteht. Dartiber hinaus ist die
Beobachtung eines Nebeneinanders von pathologisch verinderten und vollkommen
unauffilligen Zellen nicht Prion-spezifisch, sondern kann beispielsweise auch bei einer
anderen neurodegenerativen Erkrankung, der amyotrophen Lateralsklerose, in diesem Fall
an den Pyramidenzellen gemacht werden (Braak et al. 2017). Auch Head et al. (2004)
bemerkten in thren immunhistochemischen Untersuchungen peripherer Gewebe, dass das
sich hier zeigende Muster im Gegensatz zum ZNS sehr heterogen ist, in dem Sinne, dass
nur ein geringer Teil der Zellen Akkumulationen von PrPres enthielt, wihrend die meisten
hingegen unmarkiert blieben.

Die wesentlichen zelluldren Charakteristika der von uns im PET-Blot und analog der IHC
beobachteten Ablagerungen pathologischen Proteins bestehen in ihrem klaren Bezug zur

Zellmembran bzw. dem Zytoplasma sowie ihrem insbesondere in der IHC sehr distinkten,
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granuliren Erscheinungsbild (s. Abbildung 6 und Abbildung 7). Sie befinden sich damit
innerhalb des Spektrums bereits mittels verschiedener Fiarbemethoden definierter
Morphologien. Lee et al. (2005) beschrieben ihre positiven immunhistochemischen
Farbeergebnisse an Ganglien im Rahmen humaner Prionkrankheiten ebenfalls als ein
Nebeneinander von Membran-assoziierten bzw. diffus-zytoplasmatischen Akkumulationen.
Jeffrey et al. (2001) benannten die immunhistochemische Markierung ganglionirer
Neurone bei Scrapie-Schafen als granulir intrazytoplasmatisch. Auch Groschup et al.
(1999) erkannten die immunhistochemische Positivitit von Ganglienzellen verschiedener
Organe bei experimenteller Scrapie in Form markanter granulirer PrP*-Einschlisse des
Zytoplasmas. Auch die immunhistochemischen Untersuchungen am oralen Hamstermodell
ergaben granulire Ablagerungen in den Nervenzellen verschiedener Ganglien sowie ein
zusitzliches extrazellulires Muster im CMGC (McBride und Beekes 1999) und den
Ganglien des ENS (Beekes und McBride 2000). Haik et al. (2003) wandten fur die
Untersuchung sympathischer Ganglien bei Patienten mit vCJD neben der IHC zur
Bestitigung auch die PET-Blot-Methode an. Hier zeigte sich ein korrespondierendes

punktférmiges Ablagerungsmuster mit Bezug zur Zellmembran.

4.3 Uberlegungen zu immunonegativen Ganglien

Mit Ausnahme des Ggl. frigeminale gilt im Hinblick auf alle anderen immunopositiven
Organe, dass hier, trotz des klaren Nachweises dieser grundsitzlichen Immunreaktivitit,
zugleich die tUberwiegende Zahl der untersuchten Proben negativ blieb. Beztglich des
zervikalen Grenzstrangs sowie des Ggl. stellatum gelang uns sogar keinerlei Anfirbung.
Neben einer tatsichlich selteneren pathogenetischen Beteiligung dieser Strukturen kommen
prinzipiell auch technische Erklirungsansitze fiir dieses Phinomen in Frage. Lediglich im
Hinblick auf das Ggl. frigeminale und Ggl. coeliacum konnte annihernd die Gesamtzahl der
Patienten untersucht werden. Fir alle anderen Organe war die Fallzahl deutlich niedriger,
was die Wahrscheinlichkeit, immunopositive Proben zu detektieren bzw. eine moglichst
reprisentative Aussage zu treffen, reduziert. Dies liegt einerseits daran, dass das Ggl
nodosum sowie die sympathischen Strukturen in unserer Arbeitsgruppe erst seit kirzerer
Zeit regelhaft im Rahmen humaner Autopsien mit entnommen werden, sie standen daher
nur in geringerer Zahl zur Verfigung. Andererseits sind die niedrigen Fallzahlen
insbesondere der Ganglien des P/ pelvinus sowie des Ggl. nodosum darauf zuriickzufithren,
dass hier einige im Rahmen der Autopsie gewonnene Proben aufgrund des fehlenden
Anteils von Gangliengewebe verworfen werden mussten (s. 3). Auch im Hinblick auf das
Ggl. coeliacum fanden sich des Ofteren Proben, die frei von Gangliengewebe waren. Neben
dem hohen technischen Anspruch der Ganglienpriparation im Allgemeinen existiert eine
weitere Erklarung fir das regelmiBlige Vorhandensein ganglienleerer Proben. Gerade fiir
das Ggl. coeliacumr und die Ganglien des P/ pelvinus, die beide in groB3e Nervengeflechte
einstrahlen, wurden in vielen Fillen gezielt auch tber das Kernganglion hinaus

Gewebeproben entnommen, um die Ausbreitung in umliegende anatomische Strukturen zu
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bestimmen. In den entsprechenden Schnitten dominierten Binde-, Fett- und lymphatisches
Gewebe sowie Nervenfasern in Abwesenheit neuronaler Somata. Bisweilen wurden bei all
diesen Betrachtungen auch Schnitte in die Analyse mit aufgenommen, die zwar formal
Gangliengewebe enthielten, im Vergleich zu einer durchschnittlichen Probe gesehen aber
nur in geringer Menge, sodass also eine relativ niedrige Ganglienzelldichte bestand. Auch
diese Tatsache reduziert die Wahrscheinlichkeit, immunopositive Zellen zu detektieren,
zumal es regelhaft moglich war, in unmittelbarer Nachbarschaft zu nicht betroffenen
Gewebearealen solche mit einer klaren Immunreaktivitit zu finden (s. Abbildung 37). Auch
das direkte Nebeneinander eindeutig immunopositiver und negativer Zellen war nicht
selten (s. Abbildung 6). Von einem relativ kleinen negativen Ausschnitt einer Probe konnte
also nur selten auf ihr Gesamtanfarbeverhalten geschlossen werden. Abgesehen von der
Fallzahlbetrachtung muss auch die Méglichkeit falsch negativer Ergebnisse in Erwidgung
gezogen werden. Uber alle Proben hinweg, zumal sie {iber einen Zeitraum von Jahren
zusammengetragen worden sind, kam es aufgrund von Protokollverinderungen mit der
Zeit zwangslaufig zu kleineren Unterschieden in der Fixierungsdauer. Je linger man letztere
wihlt, desto Protease-sensitiver werden die Proben im Allgemeinen und desto héher also
auch die Wahrscheinlichkeit, dass ein potentiell spezifisches Antigen mitverdaut wird, was
durchaus schwichere oder falsch negative Firbeergebnisse bedingen kann; diese
Ausfihrungen gelten insbesondere fur das Ggl coeliacum. Ein weiterer potentieller
Erklirungsansatz, welcher fir die Negativresultate des Ggl. coeliacum sowie der Ganglien des
zervikalen Grenzstrangs und des Ggl stellatum zu diskutieren ist, besteht in der Tatsache,
dass in diesen Fillen das jeweils linke und rechte Organ verschiedene anatomische Areale
versorgen und sich daher auch in ihrem Firbeergebnis unterscheiden kénnen. Fir die hier
durchgefithrten morphologischen Untersuchungen stand in den meisten Fillen nur das
eine dieser beiden Organe zur Verfligung, wahrend das jeweils kontralaterale
biochemischen Analysen vorbehalten war. Dies kann eine Verzerrung der Ergebnisse
bedingen, insbesondere zumal die Zuordnung der jeweiligen Organseite zu einer der beiden
Methodiken systematisch erfolgte. So wurde in der vorliegenden Arbeit stets das linke
Ganglion zur histologischen Analyse herangezogen. Dieses Vorgehen rechtfertigt sich bei
vermuteter Seitendifferenz sowie insgesamt relativ geringer Probenanzahl dadurch, dass auf
diese Weise eine reprisentative Aussage fir wenigstens eine der beiden Seiten getitigt
werden kann. In zukinftigen Untersuchungen miisste diese Tatsache berticksichtigt werden
bzw. die Seitenzuordnung gezielt umgekehrt erfolgen. Schlief3lich bleibt zu bedenken, dass
die Krankheitsdauer der Patienten in unseren Auswertungen nicht berticksichtigt werden
konnte. Diese ist moglicherweise ein wesentlicher Faktor, der Einfluss darauf haben
konnte, in welchem Ausmal} wenigstens eine Beteiligung des PNS bereits stattgefunden
hat, sofern man diese auch als eine Funktion der Zeit begreift. Glatzel et al. (2003)
postulierten in ihrer Untersuchung zu den sporadischen CJD, dass das extraneurale
Vorkommen von PrP* im Allgemeinen im Zusammenhang mit einer signifikant

verlangerten Krankheitsdauer stand (s. 1.3.2).
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4.4 Erkldrungsansitze fiir das unspezifische Ablagerungsmuster

Zu dem in 3.11 beschriebenen, unklaren Ablagerungsmuster, welches sich uns als
Zufallsbefund prisentierte, existieren verschiedene Uberlegungen. Da das Auftreten
desselben ganz klar auf bestimmte Antikérper beschrinkt ist, konnte man einen
antikorperabhingigen Effekt vermuten. Ein mégliches Aquivalent wiren Abbauprodukte
der entsprechenden Antikérper: Gerade 12F10 zeigt auch im Western Blot mehr
Nebenbanden, weshalb dort 3F4 verwendet wird. Moglicherweise neigt also dieser
Antikérper im Allgemeinen vermehrt zu unspezifischen Bindungen. Abgesehen davon
kann  grundsitzlich jedes Artefakt auch eine Frage der Fixierung sein.
Bemerkenswerterweise prisentiert sich das punktartige Muster aullerdem in zwel
unterschiedlichen morphologischen Erscheinungsformen, welche sich moglicherweise
durch die jeweils verschiedenen Eigenschaften des betrachteten Gewebes erkliren lassen.
So ist das Fettgewebe recht locker strukturiert und kénnte den Zellen erlauben, ihre runde
Form anzunehmen. Das Bindegewebe hingegen ist vergleichsweise straff angeordnet, die
Zellen wirden in eine lingliche Form gebracht. Dartiber hinaus muss aufgrund eben dieser
Morphologien bei den Zellen an solche des mononukleir-phagozytiren Systems gedacht
werden. Gerade das lingliche Zytoplasma spricht fiir eine histiozytire Zelle, Fibroblasten
wiren auch denkbar, allerdings waren hierfiir die entsprechenden Zellen an der Zahl zu
wenig. Die eher runde Erscheinungsform zeigt durchaus Ahnlichkeit zu Makrophagen.
Beekes und McBride (2000) beschrieben eine Prion-Pathologie von Makrophagen im
Rahmen des GALT-Befalls am oralen Hamstermodell. Bei der intranasalen Scrapie-
Inokulation von Hamstern bzw. der darauffolgenden primiren NALT-Pathologie zeigten
sich die PrP™"-Ablagerungen u. a. innerhalb von Zellen, die von den Autoren a.e. als
Makrophagen beurteilt wurden (Sbriccoli et al. 2009). Auch bei der transnasalen TME-
Infektion von Hamstern zeigten sich die Ablagerungen von fehlgefaltetem PrP im Rahmen
einer primaren Erregerreplikation im NALT tberwiegend in Zellen, die hier zwar nicht
mittels spezifischer Marker identifiziert wurden, aber basierend auf ihrer Morphologie mit
Makrophagen vereinbar wiren (Kincaid und Bartz 2007). Die immunhistochemische
Untersuchung lymphatischer Gewebe von Schafen mit Scrapie lieferte Akkumulationen
von PrP* u. a. in Makrophagen — den Autoren nach wahrscheinlich sog. #ngible body
macrophages (IBM), wobei die Identifizierung letzterer tiber das zusitzliche Vorliegen von
Lipofuszin-Pigment in ihrem Zytoplasma erfolgte (van Keulen et al. 1996). Die TBM sind
eine spezielle Art von Makrophagen, die in den Keimzentren sekundir-lymphatischer
Gewebe vorkommen. Ihr Name rithrt daher, dass sie Reste von apoptotischen,
phagozytierten Zellen enthalten (sog. #ngible bodies) (Smith et al. 1998). Auch Jeffrey et al.
(2001) beschrieben bei Scrapie-Schafen immunhistochemische PrP-Akkumulationen in
Zellen mit Ahnlichkeit zu TBM. Bei Schafen mit Scrapie existieren auch Untersuchungen
lymphatischer Gewebe mittels Doppel-Markierung in der IHC. Damit gelang eine
Phinotypisierung PrP*-positiver Makrophagen tber ein Zell-spezifisches Antigen
(Andréoletti et al. 2000; Andréoletti et al. 2002).
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In diesen Berichten scheint jedoch eine Differenzierung von Makrophagen und
dendritischen Zellen als eine weitere Komponente des mononukledr-phagozytiren Systems
in den meisten Fillen nicht eindeutig gegeben zu sein: So war die immunologische
Markierung beziiglich pathologischen PrPs in den Untersuchungen von Beekes und
McBride (2000) am deutlichsten jedenfalls in den FDZ zu sehen. In beiden NALT-Studien
werden als Alternative zu den oben genannten Makrophagen auch dendritische Zellen
(Sbriccoli et al. 2009) bzw. FDZ (Kincaid und Bartz 2007) angefiihrt. Die durch van
Keulen et al. (1996) beschriebene mutmallliche Makrophagen-Pathologie wurde nur
zusitzlich zu einem anderen Ablagerungsmuster von PrP* beobachtet, welches a.e. FDZ-
assoziiert ist. Die von Jeffrey et al. (2001) postulierte Prion-Pathologie in TBM war
ebenfalls begleitet von einer ebensolchen in FDZ. Auch die spezifischen IHC-
Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe um Andréoletti et al. (2000; 2002) ergaben nicht
nur eine zusitzliche PrP*-Pathologie ebenso in FDZ, sondern unter morphologischen
Gesichtspunkten konnten die immunologisch markierten Zellen (s. 0.) in demselben Maf3e
auch interdigitierenden dendritischen Zellen entsprechen.

Auf die wahrscheinlich bedeutende Rolle von dendritischen Zellen (FDZ) im Rahmen der
Prionpathogenese (Kitamoto et al. 1991) wurde bereits einleitend hingewiesen (s. 1.3.1).
Eine zusitzliche Beteiligung von Makrophagen, insbesondere TBM, erscheint vor dem
Hintergrund der obigen Ausfithrungen jedoch wenigstens unsicher. Auch unsere Befunde
deuten in diese Richtung, denn das hier beschriebene Muster kann nicht pathologischem
PrP entsprechen. Dagegen spricht neben der vollstindig fehlenden Reaktivitdt unter einem
der drei Prion-Antikérper die Tatsache, dass sich die entsprechenden Ablagerungen auch
bei Kontrollfillen fanden. Als alternativer Erkldrungsansatz fir das positive
Reaktionsmuster einer histiozytiren Differenzierungsstufe bzw. von Makrophagen ist in
der IHC auch ein allgemeiner Hintergrundeffekt denkbar (s. 2.2.4). Im Rahmen eines
artifiziellen Epitop-refrievals kann es zu einer falschlicherweise angefirbten, endogenen
alkalischen Phosphatase in den Immunzellen kommen, ein Effekt, der tiblicherweise mittels
Levamisol durch Aktivititsreduktion dieses Enzyms verhindert werden soll. AbschlieBend
konnte die Zellart des dargestellten Ablagerungsmusters hier nicht geklirt werden. Hierfiir
wiren weiterfihrende Untersuchungen wie die selektive Darstellung bestimmter
Immunzellen notwendig. Bis auf Weiteres muss von einem unspezifischen Effekt

ausgegangen werden.

4.5 Weitere ganglienunabhingige Pathologien

Uber das in 4.4 diskutierte Ablagerungsmuster hinaus sollen auch die weiteren nicht-
neuronalen Prisentationsformen der Proteinpathologie hier besprochen werden (s. 3.11).
So wurde von einigen anderen Autoren ebenfalls bereits tiber eine immunhistochemische
Mitreaktion von Satellitenzellen bei der CJD (Guiroy et al. 1989; Lee et al. 2005) bzw.
Scrapie (Jeffrey et al. 2001) berichtet. Auch die Detektion von fehlgefaltetem PrP in der

Nebenniere wurde schon beschrieben: im Western Blot bei experimenteller BSE (Masujin
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et al. 2007), mittels ELISA am nicht-humanen Primatenmodell fiir humane TSE (Herzog et
al. 2005) sowie immunhistochemisch bei der Scrapie (Jeffrey et al. 2001). Die medulliren
PrP-Akkumulationen im Rahmen der letzteren Untersuchung zeigten ein lineares Muster,
weshalb die Autoren eine Assoziation mit sympathischen Nervenfasern vermuteten.

Unsere Befunde die peripheren Nerven betreffend lassen sich folgendermallen einordnen:
Die beobachtete positive Immunreaktion eines N. #rigeminus deckt sich nicht nur mit dem
Befund der regelhaften Mitbeteiligung des Ggl. trigeminale im Kontext humaner
Prionerkrankungen (Guiroy et al. 1989; Lee et al. 2005), sondern auch mit
tierexperimentellen Beobachtungen, wonach dieser Nervenroute sowohl in zentrifugaler
(Ingrosso et al. 1999; DeJoia et al. 20006) als auch in zentripetaler (Carp 1982; Ingrosso et al.
1999) Richtung eine relevante Bedeutung zukommt (s. 1.2.4). Zwischen dem in unseren
Untersuchungen relativ hiufigen Befund eines immunopositiven Ggl. nodosum und Ggl.
coeliacum sowie einem stets negativen Befund des N. wagus hingegen besteht eine
Diskrepanz. Ein méglicher Erklirungsansatz hierfiir besteht in der Tatsache, dass letzterer
zu groBflichig ist. Theoretisch miussten sich auch in dem Nervengewebe
Proteinablagerungen finden lassen, die Wahrscheinlichkeit jedoch, dass der entsprechende
Bereich im Rahmen der Analyse angeschnitten wird, ist deutlich geringer. Diese Erfahrung
eines divergierenden Ergebnisses zwischen Ganglienzellen einerseits und Nervenfasern
andererseits haben auch andere Autoren gemacht: McBride et al. (2001) konnten in ihrem
oralen Hamstermodell u. a. ebenfalls mit der PET-Blot-Methode zeigen, dass PrP*-
Akkumulationen in den Nervenfasern von N. vagus, N. splanchnicus und Spinalnerv auch in
terminalen Krankheitsstadien nicht detektierbar bzw. minimal waren. Es wurde
geschlussfolgert, dass in diesen Teilen des PNS also eher ein Transport stattfindet,
wohingegen eine aktive Replikation und Akkumulation des Erregers weitestgehend auf
neuronale Somata beschrinkt bleibt. Entsprechend zeigten auch Untersuchungen zur
Infektiositit hier niedrigere Titer fir den N. wzagus im Vergleich zum CMGC. In
Ubereinstimmung hiermit gelang Hoffmann et al. (2007) in einer oralen BSE-Studie mittels
IHC und Western Blot ebenfalls kein Nachweis von PrP*-Akkumulationen im N. vagus. Die
ausbleibende Immunreaktivitit in den weiteren durch uns untersuchten peripheren Nerven,
dem N. ischiadicns und den Asten des P/ brachialis, unterscheidet sich von der durch
Groschup et al. (1996) im Rahmen der Scrapie festgestellten Infektiositdt in u. a. N.
ischiadicns, IN. axillaris, N. wuinaris und N. medianus. Neben dem allgemeinen Argument
potentieller Speziesunterschiede beztiglich der Prionpathologie muss wenigstens in
demselben Malle wie in Bezug auf den N. zagus (s. 0.) bei diesem Befund auch an die
GroBflachigkeit der anatomischen Strukturen als mogliche Erklirung gedacht werden.
Ferner gelang Jeffrey et al. (2001) bei Scrapie-Schafen ebenfalls der immunhistochemische
Nachweis von PrP-Akkumulationen zwar in peripheren Ganglien, nicht aber in peripheren
Nerven, wie, tbereinstimmend mit unseren Ergebnissen, dem N. vagus sowie N. ischiadicus,

jedoch auch dem N. #rigeminus.
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4.6 Theorien zur Ausbreitungsrichtung im Vergleich mit Tierstudien

Zur Ganglienbeteiligung im Rahmen von Prionkrankheiten gibt es beim Menschen bislang
nur wenig FErkenntnisse. Entsprechend existieren auch keine Ausbreitungsmodelle,
vergleichbar denen, wie sie in verschiedenen Tierversuchen gewonnen wurden (s. 1.2.1 bis
1.2.3). Lediglich im Hinblick auf die bekannte Beteiligung des Trigeminusganglions (Guiroy
et al. 1989; Lee et al. 2005) kann ein zentrifugaler Mechanismus vermutet werden. Diese
Regel durfte womdglich auch auf andere ZNS-nahe Ganglien, wie etwa das ebenfalls
sensible Ggl. nodosum, zutreffen. Die ZNS-fernen, autonomen Ganglien hingegen sind aus
theoretisch-anatomischen ~ Uberlegungen  heraus  jedenfalls mit einer héheren
Wahrscheinlichkeit im Rahmen eines zentripetalen Ausbreitungsgeschehens betroffen.

Als ergiebig zur experimentellen Untersuchung der Infektionsrouten haben sich die
Nagermodelle erwiesen. Diese verorten die zentripetale Route der Prionen im Bereich des
ANS, wobei ein riickenmarksabhingiger (Kimberlin und Walker 1980) neben einem
ruckenmarksunabhingigen (Baldauf et al. 1997; Beekes et al. 1998) Weg zu existieren
scheint, was einer Betonung des sympathischen bzw. parasympathischen Schenkels
gleichkommt. Erst im Rahmen einer sekundir-zentrifugalen Ausbreitung wird auch eine
Beteilung des sensiblen Nervensystems angenommen (McBride et al. 2001). Dem
gegeniiber geht aus den aktuellen Primatenversuchen hervor, dass hier ein Befall des
sensiblen Nervensystems dem des autonomen vorausgeht (Holznagel et al. 2015).

In unseren Untersuchungen konnten wir tber das bereits relativ gut untersuchte Ggl
trigeminale hinaus eine pathogenetische Beteiligung des Ggl. nodosum und Ggl. coeliacum sowie
der Ganglien des thorakalen Grenzstrangs und des P/ pelvinus feststellen. Diese Befundlage
befindet sich in Ubereinstimmung mit mehreren der genannten Modellvorstellungen aus
dem Tierversuch, sodass eine eindeutige Zuordnung in ein entweder zentripetales oder
zentrifugales Geschehen nicht mdglich erscheint. Vielmehr bietet das Muster der
betroffenen Organe Argumente in beide Richtungen, auch ein gemischtes Geschehen ist
durchaus denkbar. Denn dass auch innerhalb einer Spezies verschiedene
Ausbreitungskonzepte nebeneinander bestehen kénnen, demonstrieren insbesondere die
Versuche mit nicht-humanen Primaten. Parallel zu den bereits dargestellten
Untersuchungen von Holznagel et al. (2015) (s. 1.2.3) existiert auch eine altere orale BSE-
Inokulationsstudie an Makaken, welche dem Verteilungsmuster der von der Prion-
Pathologie betroffenen Gewebe nach hinweisend ist fiir einen Ausbreitungsmechanismus
vergleichbar den Nager-Modellen (s. 1.2.1), in dem Sinne, dass sich hier ein zentripetaler
Pfad entlang des ANS vermuten lisst (Herzog et al. 2004). Moglicherweise existieren also
tber die Art der Spezies hinaus weitere, noch unbekannte Faktoren, die zur Bevorzugung
einer Ausbreitungsrichtung beitragen kénnen. Entsprechend ist es grundsitzlich denkbar,
dass auch im humanen Kontext keine unbedingte Aussage in die eine oder andere Richtung
getroffen werden kann.

So wire ein Befall pravertebraler sympathischer Ganglien, wie des Ggl. coeliacums oder jenen

des PL pelvinus, sowohl im Rahmen eines zentripetalen (Kimberlin und Walker 1980;
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McBride et al. 2001) als auch eines sekundir-zentrifugalen (Holznagel et al. 2015)
Geschehens mit bestehenden Daten vereinbar. Der Befall der sympathischen,
paravertebralen Ganglien des thorakalen Grenzstrangs ldsst sich grundsatzlich tiberzeugend
mit einem sekundir-zentrifugalen Ausbreitungsmechanismus aus dem Riickenmark im
Sinne der Beobachtungen von Holznagel et al. (2015) erkliren. Die Nnu. splanchnici, welche
einen Grofiteil des Gastrointestinaltrakts versorgen, gehen zwar aus den Ggl thoracica
hervor, werden jedoch nicht in diesen, sondern in pravertebralen Ganglien auf das zweite
Neuron umgeschaltet. Im Vergleich zu letzteren erscheint daher ein zentripetaler Pfad als
Erklirung fir die immunopositiven Neurone in den paravertebralen Ganglien zunichst
eher unwahrscheinlich, jedoch vermutlich auch in Abhingigkeit von der anatomischen
Hohe nicht ausgeschlossen. Interessant ist jedoch, dass in unseren Untersuchungen sowohl
der zervikale Grenzstrang als auch das Ggl stellatum stets negativ waren. Diese
Konstellation wire zwar auch im Rahmen eines zentrifugalen Geschehens denkbar, denn
nach Holznagel et al. (2015) kann die spinale Pathologie auf Hohe der lumbalen Segmente
beginnen; eine Involvierung zervikaler Paravertebralganglien durfte also aufgrund der
anatomischen Distanz grundsitzlich spiter stattfinden als die der thorakalen. FEine
vollstindig fehlende Beteiligung im Terminalstadium der Erkrankung ist aber wiederum
kaum denkbar. Wahrscheinlicher hingegen erscheint unter diesem Aspekt doch ein
zentripetaler Prozess, bei welchem die kranialen Anteile des Sympathikus von dem aus den
enterischen Gebieten aufsteigenden Erreger ausgespart bleiben. Angesichts der
Immunreaktivitit des Ggl nodosum kommen wiederum zwei Deutungsansitze in Frage:
Einerseits die von McBride et al. (2001) postulierte sekundir-zentrifugale Route in sensible
Ganglien, in diesem Fall innerhalb des parasympathischen Systems. Andererseits besteht
auch eine zentripetale Alternative tiber die im N. vagus mitgefihrten viszerosensiblen
Fasern (McBride und Beekes 1999). Lediglich die praktische Uberpriifung der letzteren
Variante erwies sich als problematisch, da es uns, abgesehen von den Faseranteilen des P
coeliacus und PL pelvinus, nicht moéglich war, die peripheren Stationen des Parasympathikus
systematisch zu untersuchen. Im Gegensatz zum Sympathikus liegen die Ganglien hier in
den meisten Fillen intramural, was eine Pridparation nahezu unméglich macht. Auch die
Analyse des N. vagus an sich stellte uns, wie auch andere Autoren zuvor, vor
nachvollziehbare Herausforderungen (s. 4.5). Alle weiteren Strukturen schlieBlich liegen
bereits zentral.

Aus denselben Griinden sind wir auch nicht in der Lage, etwa die sympathische (Kimberlin
und Walker 1980) oder parasympathische (Baldauf et al. 1997; Beekes et al. 1998) Route zu
favorisieren (s. 1.2.1). Vielmehr haben wir grundsitzlich deutliche Hinweise fiir eine Rolle
des sympathischen Systems in Form des Ggl. coeliacum sowie der Ganglien des thorakalen
Grenzstrangs und des P/ plevinus. Eine moglicherweise ebenfalls bedeutende Funktion des
Parasympathikus konnten wir nicht angemessen tiberpriifen. Im Zweifel muss auch hier ein
kombiniertes Geschehen angenommen werden. Kaatz et al. (2012) konnten im Rahmen

ihrer experimentellen BSE-Verlaufsstudie zur Neuroinvasion ebenfalls eine Beteiligung des
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gesamten ANS beschreiben, mit einem friheren und ausgedehnteren Befall des
sympathischen Schenkels gegeniiber dem parasympathischen und ohne einen zwingend
simultanen Befall dieser beiden Systeme. Die Autoren kommen zu der Annahme, dass die
tatsdchliche Route zum Gehirn abhingig ist von der Art des Nervengewebes, welches
initial im ENS infiziert wird.

Unberiicksichtigt blieb in den Ausfithrungen bisher die Uberlegung, dass allein aufgrund
des im Vergleich zu Nagern evolutionir gesehen deutlich nidheren Verwandtschaftsgrads
zwischen Menschen und Primaten moglicherweise die Erkenntnisse, die an diesem Modell
gewonnen wurden, zu bevorzugen sind, wobei ja selbst hier wie oben beschrieben zwei
alternative Ausbreitungswege zu bestehen scheinen (Herzog et al. 2004; Holznagel et al.
2015). Angesichts dieser groflen Variabilitit von Neuroinvasionsstrategien allein im
Tierreich muss also vermutlich Vorsicht im Umgang mit der Frage herrschen, ob aus
diesen Befunden iberhaupt Erkenntnisse fur die humane Pathologie abgeleitet werden
konnen. Bereits Holznagel et al. (2015) selbst hatten die Sonderstellung ihres
Modellvorschlags zum Anlass genommen, diese Spezies-Unterschiede zu thematisieren (s.
1.2.3).

4.7 Der Zusammenhang zwischen Erregerstamm und

Ausbreitungsrichtung

Das TSE-Stammkonzept ist bereits einleitend im Hinblick auf verschiedene Spezies
erldutert worden (s. 1.1.4). In der Betrachtung unserer Ergebnisse fillt auf, dass nur PrP*-
Typ 2-Patienten eine — tiber den Befall des Ggl. #rigeminale hinausgehende — Beteiligung des
PNS im Sinne weiterer immunopositiver Ganglien, entweder der autonomen oder des Ggl.
nodosum, aufwiesen. Lediglich in Bezug auf das Trigeminusganglion prasentierte auch eine
Minderheit der untersuchten MM1-Patienten eine Immunreaktivitit. Innerhalb der Gruppe
der immunopositiven Trigeminalganglien kam diesen jedoch nur ein Anteil von 23 % (n=5)
zu, der weitaus groflere Teil (77 %, n=17) entstammte auch hier der MV2- oder VV2-
Gruppe. Es dominierte also ebenfalls der Typ 2-Erreger (s. Abbildung 5). Zudem war die
Farbeintensitit innerhalb des immunopositiven Typ 1- im Vergleich zum Typ 2-Kollektiv
deutlich geringer ausgeprigt (s. 3.1.1).

Wir wissen heute, dass die Priontypen 1 und 2 nicht auf die humane Prionkrankheit CJD
beschrinkt, sondern auch speziesiibergreifend erkennbar sind. Wemheuer et al. (2009)
verglichen die Prion-Charakteristika der humanen sCJD Typen 1 und 2 mit denen von zwei
verschiedenen Formen der Scrapie bei Schafen — der klassischen und einer atypischen.
Dabei fanden sich deutliche Gemeinsamkeiten beziglich pathologischer und
biochemischer Figenschaften jeweils zwischen Typ 1 und der atypischen Form bzw. Typ 2
und der klassischen. Eine solche Zuordnung lisst sich auch fiir die BSE treffen. Uber die
klassische Form hinaus sind inzwischen zwei weitere entdeckt worden, die sog. L-Typ
(Casalone et al. 2004) und H-Typ BSE (Biacabe et al. 2004). Eine Ahnlichkeit konnte
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zwischen dem H-Typ und der sCJD Typ 1 sowie dem L-Typ und der sCJD Typ 2
gelelektrophoretisch nachgewiesen werden (Zanusso 2010). In einem Ubersichtsartikel
stellen Wembheuer et al. (2017) nun interessanterweise fest, dass Prionkrankheiten, die unter
natiitlichen Bedingungen primir mit einem peripheren Ubertragungsmechanismus in
Verbindung gebracht werden und sich auf diese Weise in bestimmten Spezies-Populationen
ausbreiten, a.e. als Typ 2-Erkrankung einzuordnen sind; dazu zahlen die klassische Scrapie
sowie BSE, daraus resultierend auch die vCJD, aber auch die CWD. Collinge (2010)
beschrieb Prionstimme im Allgemeinen als ein ,ensemble (S. 1112), zusammengesetzt aus
einer die biologischen Eigenschaften bestimmenden Hauptkomponente sowie einem
geringeren Anteil weiterer Formen. Unter dem Einfluss des jeweiligen Wirtes entsteht ein
Selektionsdruck, sodass — sofern nicht die Méoglichkeit zur Propagation der bisher
dominierenden Komponente besteht — eine vormals nur in einer Minderheit vorhandene
Form nun alternativ von dem Wirt bevorzugt wird. So wissen wir, dass auch bei den
sporadischen CJD das gleichzeitige Vorkommen von PrP*-Typ 1 und 2 durchaus nicht
selten ist (Parchi et al. 2009). Aus verschiedenen Tier-Inokulationsversuchen ist ferner
bekannt, dass eine solche Verinderung des urspriinglichen FErregertyps tatsdchlich
stattfinden kann. Die Infektion mit atypischer Scrapie bzw. H-Typ BSE resultierte bei
einem Schaf bzw. einer Teilmenge transgener Mause in der Entwicklung der jeweils
klassischen Form der Erkrankung (Torres et al. 2011; Simmons et al. 2015). Es hatte also
offensichtlich ein Wandel von Typ 1 hin zu Typ 2 stattgefunden. Eine ebensolche
Selektion der Konformere im Sinne einer Bevorzugung des Typs 2 gegeniiber dem Typ 1
halten daher auch Wembheuer et al. (2017) fir die wahrscheinlichste Erklirung beztiglich
der Dominanz des Priontyps 2 im Rahmen der oben genannten TSE. Da bei diesen ferner
an einen Uberwiegend oralen Ubertragungsmodus gedacht werden muss, vermuten die
Autoren, dass das LRS des Darms eine Art Barrierefunktion im Hinblick auf Typ 1-
Konformere einnimmt, hingegen die Replikation von Typ 2-Konformationsvarianten
begiinstigt. Hinweise dafiir, dass das LRS den Typ 1 nicht propagiert, ergaben sich auch
bereits in der Untersuchung von Wembheuer et al. (2009), in welcher interessanterweise eine
Detektion von PrP* im lymphatischen Gewebe mit der klassischen im Gegensatz zu der
atypischen Form von Scrapie in Verbindung gebracht werden konnte. Dariiber hinaus
lassen sich auch die beiden TME-Stimme nach diesem Kriterium unterteilen: Im
Gegensatz zu dem HY- ist der DY-Erreger nicht in der Lage, sich im LRS zu replizieren
(Bartz et al. 2004) (s. 1.3.1). Shikiya et al. (2017) zeigten erstmals einen potentiellen
Mechanismus fir diese Unfdhigkeit des DY- gegentiber dem HY-Stamm auf, eine
Infektion in den Organen des lymphoretikuliren Systems zu etablieren: Ein relatives
Uberwiegen der DY-PrP*-Degradation gegentiber seiner Formation in diesen Gewebearten
wird von den Autoren als ursichlich vermutet.

In Zusammenschau dieser Befunde liegt es also nahe, anzunehmen, dass auch die unseren
humanen Daten zu entnehmende deutliche Assoziation von PNS-Beteiligung jenseits des

Ggl. trigeminale und Vorliegen einer Typ 2-Erkrankung kein Zufall ist. Vielmehr koénnte
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vermutet werden, dass hier ebenfalls eine selektive Fihigkeit des LRS zur
Erregerreplikation eine Rolle gespielt hat, in dem Sinne, dass nur mutmalilich reine Typ 2-
Erregerisolate zu einer Infektion auf diesem Wege fihrten. Alternativ kann es unter dieser
Gewebepriferenz zu einer Umstrukturierung der FEinzelkomponenten im Sinne von
Collinge (2010) gekommen sein, d. h. ein zuvor vernachlissigbar geringer Anteil von Typ
2-Konformeren wurde nun gezielt vermehrt. Erregermaterial, das ausschlief3lich aus Typ 1-
Konformationsvarianten bestand, wurde im Hinblick auf seine weitere Ausbreitung an
dieser Stelle moglicherweise blockiert (Wemheuer et al. 2017). Auch bei den humanen Typ
2-Prionerkrankungen tber die vCJD hinaus kénnten wir also tber eine orale o. 4. geartete
Aufnahme und anschlieBende Wanderung des Erregers primir in die die enterischen
Gebiete versorgenden autonomen Ganglien spekulieren. Ferner konnte nun vermutet
werden, dass tatsichlich alle ausschliellich von dem Typ 2 befallenen Ganglien auf
zentripetalem Weg erreicht worden sind, da nur in diesem Fall dem LRS eine potentiell
entscheidende Rolle in der Erregerausbreitung zukime. Fir das Trigeminusganglion hitte
die Theorie einer zentrifugalen Route weiterhin Bestand, welche erwartungsgemil3 auch
den Typ 1-Konformeren zur Verfiigung steht. Diese Konstellation wire theoretisch auch
tur das Ggl nodosum vorstellbar gewesen, dessen Einordnung in ein entweder zentripetales
oder zentrifugales Geschehen gerade im Vergleich mit der bestehenden Literatur noch
offen geblieben war. Basierend auf den obigen Ausfithrungen zur Erregertyp-Selektion
kann hierfiir nun jedoch die zentripetale Theorie favorisiert werden. Dasselbe gilt fur die
befallenen autonomen Ganglien, was sich sowohl mit theoretischen Uberlegungen als auch
der bestehenden Literatur durchaus deckt (s. 4.0).

Bemerkenswerterweise sind die beiden von uns untersuchten, gesichert iibertragenen Fille,
nimlich die beiden iCJD-Patienten, als Typ 1 (MM1) einzuordnen. Die Transmission
erfolgte hierbei allerdings zentral, also LRS-unabhingig (s. 3). Die meisten weltweiten
iCJD-Fille stehen allerdings im Zusammenhang mit dem Finsatz kontaminierter
Wachstumshormon-Priparate (Ritchie et al. 2017). Von diesen als peripher zu
bezeichnenden Hypophysenhormon-bedingten iCJD-Fillen wissen wir, dass sie mit einer
Valin-Homozygotie assoziiert sind (Collinge et al. 1991) (s. 1.1.4). Das Valin-Allel
wiederum weist eine grundsitzliche Assoziation mit dem PrP*-Typ 2 auf (Parchi et al.
1999). Auch in Bezug auf die iCJD ldsst sich also eine solche Tendenz vermuten, die

letztlich die Proteinkonformation in einen Zusammenhang zur Ausbreitungsrichtung stellt.

4.8 DPatientenfille mit Prionpathologie in mehreren Ganglien —

mogliche Schlussfolgerungen zur Ausbreitungsrichtung

An dieser Stelle sollen nun noch die in 3.8 genannten Patienten, welche einen Befall von
mehr als einem Ganglion aufwiesen, hinsichtlich ihres Informationsgehalts in Bezug auf
mogliche Ausbreitungsrichtungen besprochen werden. Die Proteinpathologie bei dem

Patienten mit der Nummer 29 beschrinkte sich auf die beiden ZNS-nahen, sensiblen



4 Diskussion 76

Strukturen, das Ggl trigeminale und Ggl. nodosumr; weitere, relevante Organproben standen in
diesem Fall einer Untersuchung nicht zur Verfiigung. Alle anderen Patienten zeigten einen
zusitzlichen Befall entweder der Ganglien des thorakalen Sympathikus (Nummer 31, 32
und 40) oder aber der enterischen im Sinne des Ggl coeliacum bzw. der Ganglien des PJ
pelvinus (Nummer 25, 30 und 37). Offenkundig zeigte sich also bei keinem der drei Fille mit
immunopositivem thorakalen Grenzstrang eine gleichzeitige Pathologie in den enterischen
Ganglien. Eine Erklirung fir diese Beobachtung bleibt zunichst offen, jedoch kénnte sie
grundsitzlich einen sequentiellen, zentripetalen Pfad entlang dieser anatomischen
Strukturen in Frage stellen. In diesem Zusammenhang sei auf die Uberlegungen zu
immunonegativen Proben des Ggl. coeliacum sowie des Pl pelvinus im Allgemeinen verwiesen
(s. 4.3). Fur die zentripetale Hypothese sprechen hingegen die Untersuchungsergebnisse
des kranialen Grenzstrangs bei allen diesen Patienten (Nummer 25, 30, 31, 32, 37 und 40).
Mit einer Ausnahme (Nummer 25) konnten hier ebenfalls zervikale Paravertebralganglien
und insbesondere das Ggl. stellatum analysiert werden. Diese zeigten sich stets negativ, was
gegen einen zentrifugalen Ausbreitungsmechanismus in die genannten, weiter peripher
gelegenen sympathischen Ganglien spricht, sondern vielmehr fiir ein kombiniertes
Geschehen bei in all diesen Fillen vorhandenem, zentrifugalen Befall des Ggl. #rigeminale.
SchlieBlich zeigte sich bei den vier Patienten mit einem Befall des Gg/. nodosun (Nummer
29, 32, 37 und 40) — in Ermangelung an Probenmaterial mit Ausnahme der Nummer 29
(s. 0.) — stets auch eine gleichzeitige Immunopositivitit ZNS-ferner, autonomer Ganglien,

sodass auch hier die zentripetale Hypothese durchaus weiterhin bestehen kann.

4.9 Zur Aussagekraft der statistischen Analyse

Die Subtypenanalyse war gewissen Restriktionen unterworfen: VV1-Patienten standen gar
nicht, von den Unterformen MM2 und MV1 nur jeweils ein Patient der Analyse zur
Verfigung. Es folgt, dass nur die drei Subformen MM1, MV2 und VV2 in reprisentativer
Zahl untersucht werden konnten. Positive Firberesultate lieBen sich — mit Ausnahme des
Trigeminusganglions, beztiglich dessen sich auch ein geringer Anteil der MM1-Patienten
immunopositiv zeigte — nur in den Subgruppen MV2 und VV2 beobachten. Diese Tendenz
ist in allen quantitativ aufgearbeiteten Organen deutlich zu erkennen, auch der einzige
Patient mit einem immunopositiven Ganglion des P/ pelvinus besitzt einen VV2-Subtyp.
Ein statistisch signifikantes Korrelat fir diese Beobachtung lief3 sich jedoch nur fiir das Ggl
trigeminale und Ggl. nodosum erbringen. Es sagt beztiglich eines bestimmten Organs aus, dass
die Verteilung der Subgruppen auf die beiden Kategorien ,,positiv’ und ,,negativ* nicht
zufillig, sondern in Assoziation zueinander erfolgt. Mogliche Ursachen, die die Berechnung
eines solchen Resultats im Hinblick auf die ibrigen Ganglien erschwert haben kénnten,
sind einerseits eine recht geringe Gesamtfallzahl (thorakale Grenzstrangganglien),
andererseits ein sehr niedriger Anteil immunopositiver Proben (Ggl coeliacum). Beide
Umstinde reduzieren die Wahrscheinlichkeit einer Mustererkennung. Mit dem Ziel, im

Rahmen der Grunderkrankung pradisponierende Figenschaften fiir die pathogenetische
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Mitbeteiligung peripherer Ganglien zu formulieren, ergaben sich nun im Wesentlichen zwei
Moglichkeiten: Der PrP*-Typ 2 und/oder das Votliegen von einem oder zwei Valin-
Allelen; denn dies sind die beiden Merkmale, welche die MM1- von der MV2- bzw. VV2-
Form wunterscheiden. Hierbei ist allerdings der oben genannte (s. 4.7) allgemeine
Zusammenhang zwischen dem PrP*-Typ 2 und dem Valin-Allel sowie umgekehrt auch
zwischen dem PrP*-Typ 1 und dem Methionin-Allel zu bedenken (Parchi et al. 1999).
Allein mit der vorhandenen Datenlage lie3 sich diese Frage formal nicht beantworten,
zumal strategisch relevante, weitere Subtypen nicht in ausreichendem Mal3 untersucht
werden konnten. Die Resultate im Hinblick auf den MM2- bzw. MV1-Patienten kénnen
hochstens als hinweisend angesehen werden: Das Ggl. coeliacum wurde bei diesen beiden
Patienten untersucht, bei dem MVI1-Fall zusitzlich auch das Ggl. #rigeminale, welches
allerdings als einziges Ganglion in seinem Befall keine klare Assoziation zu speziellen
Subtypen aufwies und somit in dieser Sache eigentlich nicht als hinweisgebend gelten
durfte. Keine dieser Firbungen ergab ein positives Resultat. Die Tatsache, dass der MM2-
Fall negativ war, spricht theoretisch fiir das Valin-Allel als ursachlich. Allerdings handelt es
sich hierbei lediglich um ein Organ eines Patienten. Der MV1-Patient ist trotz des
Vorliegens von immerhin einem Valin-Allel in formal wenigstens zwei Organen negativ
gewesen, was tendenziell auf den Priontyp als relevante Grofle hinweist. Diese beiden
Ergebnisse weisen also in entgegengesetzte Richtungen und kénnen, zumal von dhnlicher
Qualitit, noch nicht zur Klirung der Frage beitragen. Auch die selektive Testung gegen
entweder den Codon-129-Polymorphismus oder aber den PrP*-Typ allein erbrachte keinen
richtungsweisenden Befund, da fur beide stets ein der Subtypenanalyse vergleichbares
Signifikanzniveau berechnet wurde. Die Entscheidung, dem Erregertyp als kausalem Faktor
mehr Gewicht zu verlethen als dem genetischen Polymorphismus hatte also letztlich
weniger statistische Grinde, sondern war vielmehr den Hinweisen aus der bestehenden

Literatur geschuldet (s. 4.7).

4.10 Mogliche Relevanz fiir andere neurodegenerative Erkrankungen

Es bestehen Hinweise darauf, dass sog. prion-like Mechanismen auch in der
Pathophysiologie anderer neurodegenerativer Erkrankungen eine Rolle spielen kénnten.
Prionkrankheiten konnen daher gewissermallen als Modellerkrankungen fir nicht-
infektibse Proteinaggregationskrankheiten betrachtet werden, wie beispielsweise den
klinisch sehr viel haufigeren M. Alzheimer oder M. Parkinson (Lee et al. 2010; Costanzo
und Zurzolo 2013). Dariiber hinaus wird gerade im Hinblick auf die Parkinsonerkrankung
seit einigen Jahren auch eine mogliche Bedeutung des ANS, insbesondere seines
parasympathischen  Anteils, diskutiert, welche konzeptuell Ahnlichkeit zu den
entsprechenden Ubetlegungen bei TSE aufweist. So wurde zur Pathogeneseerklirung des
M. Parkinson die sog. dual-hit-Hypothese entwickelt. Hiernach erreicht ein neurotropes
Agens nach transnasaler Ubertragung das Gehirn iiber zwei simultane Wege, einerseits

anterograd entlang olfaktorischer Bahnen, andererseits soll es sekundir durch das
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Schlucken von kontaminiertem nasalen Sekret im Gastrointestinaltrakt zu einer Infektion
des ENS sowie einer retrograden Ausbreitung des Pathogens in den Hirnstamm entlang
des N. vagus kommen (Hawkes et al. 2007). Von manchen Autoren wurde wiederum auch
tber eine eventuelle Bedeutung dieser Route fir bestimmte Varianten der sCJD spekuliert
(Zanusso et al. 2009). Ferner scheint dieser Beobachtung eine klinische Relevanz
zuzukommen: So konnte jungst ein moglicherweise protektiver Effekt der trunkalen
Vagotomie im Hinblick auf die Entstehung einer Parkinsonerkrankung gezeigt werden (Liu
etal. 2017).

Es liegt also nahe, auch die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung in diesem
erweiterten Kontext zu betrachten und auf ihre mogliche Bedeutung fiir das Verstindnis
der Pathogenese nicht nur humaner Prionkrankheiten, sondern auch verwandter
neurodegenerativer Erkrankungen hinzuweisen. Die von uns dargestellte Méglichkeit eines
aus den autonomen enterischen Gebieten heraus zentripetalen Ubertragungsmodus fiir die
Typ 2-Konformere im Rahmen der sCJD finde somit durchaus eine Entsprechung in den
obigen Hypothesen zum M. Parkinson, wenngleich bei unseren Untersuchungen der Fokus

eher auf dem sympathischen System lag (s. 4.6).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, Art und Ausmall der PNS-Beteiligung im
Rahmen der sCJD neu einzuschitzen. Allgemein anerkannt war bis heute lediglich ein
Befall des Ggl. trigeminale, wahrscheinlich im Rahmen eines zentrifugalen Prozesses, welchen
wir ebenfalls in ausgeprigter Form beobachten konnten. Zusitzlich gelang uns erstmals
auch der Nachweis fiir eine Beteiligung des Ggl. nodosum als weiteres sensibles Ganglion.
Dartiber hinaus konnte die Hypothese, dass ein Befall des ANS, insbesondere des
Sympathikus, nicht auf die Variante-Form dieser Erkrankung beschrinkt ist, hier im Fall
des Ggl. coeliacum bestitigt und um die immunopositiven Befunde in den Ganglien des P/
pelvinus sowie des thorakalen Grenzstrangs erweitert werden.

Wesentlich zur Gewinnung dieser Erkenntnisse war die Verwendung des PET-Blots als
hoch sensitives Nachweisverfahren, welches der IHC als Standardmethode im Bereich der
Prionforschung in dieser Hinsicht klar iiberlegen ist. Eine prinzipielle Bestitigung der PET-
Blot-Ergebnisse gelang sowohl immunhistochemisch als auch im Weszern Blot.

Der Nachweis einer PNS-Beteiligung tber die Ganglien hinaus, in Gestalt
immunopositiver peripherer Nerven, war in der vorliegenden Untersuchung lediglich von
untergeordnetem Interesse, auch ergaben sich diesbeztiglich nur sehr wenig Hinweise.
Neben den praktischen Schwierigkeiten aufgrund der anatomischen Gréfe der
entsprechenden Strukturen sei hier auch auf die dargestellte Vorstellung verwiesen, dass
hier tberwiegend ein axonaler Erregertransport stattfindet, wohingegen Akkumulation und
Replikation im Bereich neuronaler Somata verortet zu sein scheinen.

Der oben dargestellte Ganglienbefall zeigte sich mit Ausnahme des Ggl. #rigeminale, welches
auch in einem Teil der MM1-Fille betroffen war, ausschlieBlich bei Patienten mit einem
MV2- oder VV2-Subtyp. Im Abgleich mit der bestehenden Literatur erwies sich daher
insbesondere der PrP*-Typ 2, welcher grundsitzlich auch mit einem gehduften
Vorkommen des Valin-Allels verbunden ist, als pridisponierender Faktor im Hinblick auf
eine periphere Ganglienbeteiligung im Rahmen der Grunderkrankung einer sporadischen
CJD.

Die Aufdeckung dieses Verteilungsmusters war ferner wesentlich fur den Versuch einer
Einordnung der hier beschriebenen Ganglienbefunde in ein entweder zentripetales oder
zentrifugales Geschehen. So kann vermutet werden, dass im Rahmen des
speziestibergreifenden Typ 1/2-Konzepts von TSE auch bei den sporadischen CJD nur der
Typ 2-Erreger zur Propagation durch das intestinale LRS befihigt ist. Im Rahmen dieser
Hypothese miussten alle ausschlieSlich von einem solchen Erregerstamm befallenen
Ganglien auf zentripetalem Weg erreicht worden sein. Dies betrifft also das Ggl nodosum
sowie die sympathischen Organe. In diesem Kontext kann nun schlieflich ein enteraler

Beginn der Pathologie diskutiert werden.
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