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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Die Prionerkrankungen

Die Prionerkrankungen werden aufgrund ihrer Klinik zu den tédlichen neurodegenerativen
Erkrankungen gezahlt. Wichtige Faktoren, die sie von anderen neurodegenerativen Erkran-
kungen unterscheiden sind, dass sie nicht nur beim Menschen, sondern auch bei Tieren auf-
treten sowie die Ubertragbarkeit zwischen den Menschen und von Tieren auf den Menschen.
Ursichlich fir die Erkrankung ist ein infektioses Agens, welches ein fehlgefaltetes Protein
beinhaltet oder allein aus diesem besteht. Dieses proteinhaltige, infektiose Agens wird als
JPrion® (Proteinaceous infections particle) bezeichnet. Der Begriff wurde in den achtziger Jahren
von Stanley B. Prusiner eingefiihrt (Prusiner 1982). Er entstand als Abgrenzung zu bisher
bekannten infektidsen Organismen wie Viren, Bakterien, Viroiden, Pilzen sowie Parasiten
und beschreibt einen bisher véllig unbekannten Charakter beziiglich der Ubertragung von
Krankheiten (Prusiner 1982). Die darauthin aufgestellte Prionhypothese versucht zu erkli-
ren, warum ein Protein alleine infektiés wirken und verschiedene Phianotypen hervorrufen
kann (Griffith 1967; Prusiner 1982). Zu den tierischen Prionerkrankungen zihlt die Scrapie
in Schafen sowie die Traberkrankheit der Schafe und Ziegen, die chronische Auszehrungs-
krankheit der Hirsche (CWD), die Bovine Spongiforme Enzephalopathie in Rindern (BSE),
die ubertragbare Hirndegeneration der Nerze (TME), die schwammartige Hirndegeneration
der Katzen (FSE) sowie die spongiforme Enzephalopathie von Zootieren (Jeffrey und Wells
1988, Kirkwood et al. 1990). Die menschlichen Prionerkrankungen werden in erbliche, spo-
radische und erworbene Formen unterteilt. Das Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom
(GSS), die letale familidre Schlaflosigkeit (FFI) und die familidre Form der Creutzfeldt-Jakob-
Erkrankung werden den erblichen Formen zugeordnet, wohingegen die sporadische Form
der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (sCJD), die sporadische Form der FFI sowie die variable
proteasesensible Prionopathie (VPSPr) (Gambetti et al. 2008) unter den sporadischen For-
men subsumiert werden. Kuru, die iatrogene CJD (CJD) und auch die in den neunziger
Jahren vor allem in GroBbritannien neu aufgetretene Form, die Variante der CJD (vCJD),
werden zu den erworbenen Formen dieser neurodegenerativen Erkrankung gezahlt. Ursdch-
lich ist ihnen allen das ,Prion‘. Jedoch unterscheiden sie sich in ihrer phanotypischen Aus-
prigung u. a. beziiglich ihrer Pathogenese, ihrer Inkubationszeit oder der Dauer ihrer Er-
krankung. Das sogenannte Prionprotein kann in zwei unterschiedlichen Formen vorliegen.
Zum einen kommt es physiologisch in Lebewesen in verschiedenen zelluliren Bestandteilen
vor und wird als PrP° bezeichnet. Als pathologische Prionproteinisoform PrP* liegt dieses
bei den oben genannten Erkrankungen in einer anderen Konformation vor. Diese Konfor-
mationsinderung wird auch fir die Pathogenitit und Infektisitit verantwortlich gemacht.

Sie kann nach sekundirer Ubertragung, spontan oder durch eine Mutation induziert werden
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und bewirkt dann tiber eine Protein-Protein-Interaktion die Konversion des PrP* in das PrP*
(Brown und Mastrianni 2010). Aufgrund der natiirlichen und experimentellen Ubertragungs-
moglichkeit und ihrer Neuropathologie werden die Prionerkrankungen in der Fachliteratur
auch als Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) bezeichnet. Das Auftreten ei-
ner bisher unbekannten Form, der varianten Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung, in der Mitte der
1990iger Jahren vor allem in Grof3britannien, hat eine beunruhigende Vermutung nach sich
gezogen, denn der gleiche Prionerregerstamm, der fiir die BSE-Erkrankung verantwortlich
ist, ist auch fiir diese neue Form ursichlich (Collinge et al. 1996). Dies deutet darauf hin, dass
die vCJD-Patienten mit dem PrP* der BSE-Erkrankung in Kontakt gekommen sein mussen
und sich so infiziert haben. Doch wie grof3 die Privalenz in Grof3britannien und auch in
anderen Liandern tatsichlich ist, kann nur abgeschitzt werden. Die Gefahr besteht jedoch,
dass die stummen Triger andere Giber Blutprodukte, Organspenden oder fehlerhaft desinfi-
ziertes medizinisches Material infizieren kénnen und so eine ungeahnte Anzahl von Patien-
ten in den kommenden Jahrzehnten Behandlung ersuchen kénnten. Deswegen ist es von
groB3er Bedeutung, diese stummen Triger frithzeitig zu identifizieren, die entsprechenden
HygienemalBnahmen zu beachten, sie von Blut- und Organspenden auszuschlielen und so
die Pravalenz dieser Erkrankung so gering wie moglich zu halten. Um sie identifizieren zu
konnen, ist jedoch das Verstindnis der Charakteristika des PrP*, der Pathogenese, der In-
fektionswege sowie der Ausbreitungswege im menschlichen und tierischen Korper von gro-
Ber Bedeutung. Des Weiteren wirft die Prionforschung ein neues Licht auf andere neurode-
generative Erkrankungen wie den Morbus Alzheimer oder den Morbus Parkinson, denn
auch hier sind fehlgefaltete und aggregierte Proteine Ursache der Erkrankungen. Auch be-
zuglich der Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus wird eine pathophysiologische Asso-
ziation mit pathologisch aggregierenden Proteinen vermutet - ein grundlegender Beweis hier-
fiir steht jedoch noch aus. Dies fiithrte zu dem Uberbegriff der Proteinaggregationskrankhei-
ten fiir iber 20 verschiedene Erkrankungen, u. a. auch fiir die oben genannten (Soto 2001,
Chiti und Dobson 2006). Ob Ahnlichkeiten in den Ursachen, der Pathogenese oder der In-
fektiositit bestehen, ist noch Gegenstand der Forschung.

1.2 Das PtP¢

Die Abkurzung PrP¢ steht fir die zelluldre, physiologische Isoform des Prionproteins (Oesch
et al. 1985; Basler et al. 1986). Seine Bedeutung, Funktion und Eigenschaften werden im
Folgenden erldutert und in Kapitel 1.5 in Kontrast zu der pathologischen Isoform, dem PrP*,

gestellt.

1.2.1 Eigenschaften und Funktion des physiologischen Prionproteins

1.2.1.1 Primar- und Sekundirstruktur des PrP¢

Bei dem Prionprotein handelt es sich um ein Glycosylphophatidylinositol(GPI)-verankertes
Sialoglykoprotein, das mit Hilfe des GPI-Ankers auf der Zelloberfliche lokalisiert ist (Stahl
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etal. 1987). Dieses PrP° ist sensitiv gegeniiber dem Proteinase-K-Verdau (Oesch et al. 1985),
wird durch diese Behandlung zu Oligopeptiden verdaut (McKinley et al. 1983), ist nicht ag-
gregationsfihig (Meyer et al. 1986), jedoch in Detergenzien 16slich (Meyer et al. 1986; Oesch
et al. 1985). Die fir das Prionprotein codierende Sequenz, das PRNP-Gen, wurde im
menschlichen Genom dem Exon II des kurzen Arms des Chromosoms 20 zugeordnet (O-
esch et al. 1985; Basler et al. 1986). Uber Speziesgrenzen hinweg zeigt die Prionproteingen-
sequenz eine dhnliche Lokalisation und eine starke Konservierung (Oesch et al. 1985, West-
away und Prusiner 19806), sodass die Ergebnisse der molekularen Analyse der Genome und
ithres Prionproteins von Mausen oder Hamstern auf den Menschen und andere Siugetiere
Ubertragen werden konnen, da diese bis zu 90% identisch sind. Das PrP® in Mausen zeigt
eine glykosylierte 208 Aminosduren lange Primarstruktur (Schitzl et al. 1995). In der C-
terminalen Domine finden sich im Bereich der zweiten und dritten Helix zwei N-
Glykosylierungen (humPrP N181, humPrP N197 und ovPrP N184, ovPrP N200) (Schitzl
2007), sodass das Prionprotein konsekutiv unglykosyliert, monoglykosyliert und
diglykosyliert vorliegen kann. Die Sekundarstruktur des PrP¢ zeigt zusammenfassend grof3-
tenteils eine raumliche Anordnung aus drei alpha-Helices und zwei antiparallelen beta-Falt-
blattern (Riek et al. 1996, Zahn et al. 2000, Pérez et al. 2010). Insgesamt nehmen drei alpha-

Helices 45% des strukturierten Anteils des C-Terminus des PrP¢ ein.

1.2.1.2 Die Synthese und Mobilitit des PrP*

Das PRNP-Gen codiert fir ein 253 Aminosduren langes Vorldufer-Protein (Basler et al.
1986). Das PrP° wird innerhalb von 20 Minuten synthetisiert, an die Zelloberfliche transpor-
tiert und besitzt eine Halbwertszeit von sechs Stunden (Borchelt et al. 1990). Posttranslatio-
nal wird dieses dann zahlreich modifiziert, u. a. wird ein Phophatidylinositolglykolipid-Anker
angehingt, der an der Zelloberfliche adheriert (Stahl et al. 1987; Stahl und Prusiner 1991;
Stahl et al. 1992) und sich in sogenannten Lipidrafts befindet. Das Prionprotein ist jedoch
kein stationires Protein, sondern zeigt eine Mobilitit zwischen verschiedenen Zellkomparti-
menten. Es kann Gber den sogenannten Lamininrezeptor (LRP/LR) internalisiert werden
(Gauczynski et al. 2001), tritt Uber sogenannte Clathrin-coatedpits in den Kreislauf der En-
dozytose und Wiederverwertung ein (Shyng et al. 1994; Naslavsky et al. 1997; Sunyach et al.
2003), kann die Zelle tiber sogenannte Exosomen (multivesikulire Endosomen, die dann mit
der Plasmamembran fusionieren) verlassen (Fevrier et al. 2004) und nachfolgend von ande-

ren Zellen via Phagozytose aufgenommen werden (Mabbott 2012).

1.2.1.3 Zentrale und periphere PrP°-Verteilung mit Schwerpunkt auf dem lymphatisch-

retikuliren System

Das physiologische Prionprotein findet man zum grof3ten Teil im zentralen Nervensystem
(ZNS) membrangebunden in den Neuronen im Neuropil (Kretzschmar et al. 1986; Moser
et al. 1995; Manson et al. 1992; Harris et al. 1993; Taraboulos et al. 1992) sowie in den Glia-
zellen, wie Astrozyten und Oligodendrozyten (Moser et al. 1995; Prinz et al. 2004). Auf der
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Ebene der Zellkompartimente findet man es vor allem in der priasynaptischen Membran
(Herms et al. 1999), im Dendritenbaum, in den Axonen und im Bereich der Synapsen und
weniger in den neuronalen Zellkérpern (Taraboulos et al. 1992). Im peripheren Nerven-
system findet man das PrP° in sympathischen Ganglien/Netven, im parasympathischen An-
teil (N. vagus im thorakalen und abdominellen Abschnitt), im Splanchnicusgebiet (Ford et
al. 2002), im autonomen Nervensystem, im enterischen Nervensystem (Plexus myentericus
und Plexus submucosus) (Ford et al. 2002) sowie im olfaktorischen System (N. olfactorius,
olfaktorische Mukosa) und im Ganglion trigeminale (Ford et al. 2002). Extraneuronal findet
man das PrP° unter Zuhilfenahme von Mausmodellen in Organen wie Herz, Lunge, Pan-
kreas, Milz, Hoden, Niere (Oesch et al. 1985), Leber (Kretzschmar et al. 1986), Skelettmus-
kulatur (Brown et al. 1998), Blase, Nebenhoden, dem neuroendokrinen System des gastroin-
testinalen Trakts, dem respiratorischen Trakt (Ford et al. 2002) sowie im Uterus, der Plazenta
(Makzhami et al. 2014), Nebenniere und der Schilddrise (Horiuchi et al. 1995). Im periphe-
ren Blut findet man, neben der PtP-mRNA, das PrP° in hochster Konzentration in den
Thrombozyten (Ford et al. 2002). Beztglich des PrP° im lymphatisch-retikuldren System
(LRS) muss primir angemerkt werden, dass es sich in der Anordnung der N-Glykosylierung
sowie der verwendeten Zuckerstruktur von dem PrP¢ aus dem ZNS unterscheidet (Li et al.
2001). Im primiren lymphatischen Gewebe zeigen der Thymus, hier im Cortex vor allem
die Stromazellen und im Thymusmark die epithelialen als auch die dendritischen, interdigi-
tierenden Zellen ein PrP-positives Signal (Ford et al. 2002; McBride et al. 1992). Im Kno-
chenmark wurde das PrP® in nicht weiter spezifizierten himatopoetischen Progenitorzellen,
Megakaryozyten sowie in Monozyten detektiert (Ford et al. 2002). Granulozyten hingegen
wiesen kein PrP¢ auf (Ford et al. 2002). Im sekundiren lymphatischen Gewebe findet
man das PrP° nur in einer Subpopulation der lymphatischen Zellen (Li et al. 2001; Ford et al.
2002). Insgesamt stellt man fest, dass tiber 85% der vorhandenen T-Lymphozyten in primi-
rem sowie sekundirem lymphatischen Gewebe PrP“negativ sind (Ford et al. 2002). Im peri-
pheren Blutpool stehen an erster Stelle die T-Zellen (CD8+ = CD4+), NK-Zellen, Monozy-

ten und dendritischen Zellen. Diese exprimieren dhnliche Level an PrP¢, wohingegen die B-

Zellen signifikant weniger PrP°und die Granulozyten sowie Erythrozyten gar kein PrP¢ex-
primieren (Bendheim et al. 1992; Dirig et al. 2000; Ford et al. 2002). In der Milz zeigte sich
vornehmlich in der weilen Pulpa der Peripherie (McBride et al. 1992) beztiglich der folliku-
liren dendritischen Zellen in B-Zell-Follikeln und der dendritischen Zellen, die B-Zell- und
T-Zell-Follikel im Bereich der periaterioliren lymphatischen Scheide (PALS) extrafollikuldr
umgeben, ein positiver Nachweis des PrP® (Ford et al. 2002). Mit zunehmendem Alter des
Organismus nimmt der Gehalt der auf der Zelloberfliche der follikuliren dendritischen Zel-
len (FDCs) in der Milz exprimierten PrP-Molekiile jedoch ab. Jedoch ist unklar, welcher
Mechanismus diesem Prozess zugrunde liegt (Brown P et al. 2012). Kleinere PrP*-positive
Lymphozyten wurden ebenfalls in der weillen, meist am Rand eines B-Zell-Follikels, aber
auch vereinzelt in der roten Pulpa detektiert (Ford et al. 2002). Die T-Zell-Zone in der wei-
Ben Pulpa der Milz (PALS) ist jedoch frei von PrP® (McBride et al. 1992). Auch in den
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Lymphknoten lisst sich in den T-Zellregionen, dem Cortex, kein PrP® detektieren (McBride
et al. 1992), jedoch in den Keimzentren der Lymphfollikel auf der Oberfliche der FDCs
(Klein et al. 1998; Brown KL et al. 1999; Bruce et al. 2000). Im GALT (,gut-associated-
lymphoid-tissue®), welches als ein Teil des MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) den
Appendix, die Peyerschen Plaques, Plaques im Kolon sowie im Coecum und andere im Ma-
gen-Darm-Trakt isolierte Lymphfollikel (ILF) umfasst (Mabbott 2012), findet man in allen
beschriebenen Kompartimenten PrP“-positive Lymphozyten und dendritische Zellen (Ford
et al. 2002). Die oben bereits erwihnten mobilen follikulidren dendritischen Zellen findet
man hier im GALT vor allem in den Peyerschen Plaques (McBride et al. 1992; Prinz et al.
2002). Sie gehoren zu antigenprasentierenden Zellen und aktivieren u.a. tiber diese Priasenta-
tion B-Gedichtniszellen. Es wird vermutet, dass das auf threr Oberfliche exprimierte phys-
iologische Prionprotein eine Rolle in der Antigenprisentation spielen konnte (McBride et al.
1992). Auch die M-Zellen des Follikel-assoziierten Epithels (FAE), welches sich als Barriere
zwischen dem Darmlumen und dem GALT befindet, spielen eine wichtige Rolle in der In-
teraktion mit antigenprisentierenden Zellen. Hier ldsst sich das PrP° auf der luminalen Seite
der apikalen Plasmamembran der M-Zellen detektieren. Dort kolokalisiert es mit dem Gly-
koprotein zwei (Nakato et al. 2009), welches Bakterien nutzen, um ihren Ubertritt in die
Mukosa zu etleichtern (Hase et al. 2009).

1.2.1.4 Funktion des PrP¢

Die exakte Funktion des PrP¢ ist bis zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht abschlieBend geklart
(Singh und Udgaonkar 2015) und verschiedene mégliche Funktionen werden aktuell disku-
tiert. Die extrazellulir liegende Polypeptidkette konnte darauf schlieBen lassen, dass es even-
tuell PrP*vermittelte Signaltransduktionswege tiber die Membran in Verbindung mit an-
deren, aus Signalwegen bekannten, Membranproteinen geben kénnte (Spielhaupter und
Schitzl 2001). In den Neuronen und auch anderen Zellen ist das PrP¢ laut Kuwahara et al.
in das Zelliiberleben involviert und dies entweder tiber die Protektion der Zelle gegeniiber
oxidativem Stress, Uber Inhibition der Apoptose (Brown et al. 1998; Brown DR et al. 1999;
Kuwahara et al. 1999; Westergard et al. 2007) oder iiber eine Aktivitit entsprechend einer
Superoxid-Dismutase (Brown DR et al. 1999). Hinzukommend konnten verschiedene Ar-
beitsgruppen zeigen, dass die PrP*-Konzentration nach cerebraler Ischdmie unterschiedli-
cher Ausdehnung als Reaktion auf eine cerebrale Hypoxie, hochreguliert wird und neuropro-
tektive Prozesse induzieren kénnte (McLennan et al. 2004; Weise et al. 2004; Doeppner et
al. 2015). In der prisynaptischen Plasmamembran ist es mit dem Membranprotein Synapto-
physin koexprimiert und in die Regulation der prisynaptischen Kupferkonzentration
(Brown et al. 1998; Brown DR et al. 1999; Westergard et al. 2007) involviert. PrP°-knock-
out-Miuse zeigen weiterhin ein verdndertes Schlafverhalten und Verdnderungen ihrer zirka-
dianen Rhythmik (Tobler et al. 1996). Von Schmitt-Ulms et al. wird proklamiert, dass das
PrP¢ auch in die Zelladhidsion tiber die Nerven-Zelladhisionsmolekiile (N-CAMs) involviert
ist und Einfluss auf die Zellproliferation besitzt (Schmitt-Ulms et al. 2001). Des Weiteren
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konnte in humanen und murinen Lymphozyten gezeigt werden, dass die PrP*-Expression
mit der Aktivierung und der Entwicklungsstufe des himatopoetischen Systems korreliert
(Cashman et al. 1990; Diirig et al. 2000). Die PrP*-Dichte auf der Zelloberfliche von T-
Lymphozyten wird bei Zellaktivierung hochreguliert, sodass Gedachtnis-T-Zellen eine ho-
here Dichte an physiologischem Prionprotein auf ihrer Zelloberfliche prisentieren als naive
T-Zellen (Li et al. 2001). Umgekehrt wird eine verminderte Lymphozytenaktivierung bei
Fehlen der PrP*-Expression vermerkt (Mabbott et al. 1997). Das physiologische Prionprotein
wird bereits sehr frith, schon wihrend der Himatopoese im Knochenmark auf CD 34+-
Stammzellen gefunden und sein Vorkommen steigt proportional mit der Differenzierung der
weillen Blutreihe beziiglich der Lymphozyten und Monozyten an, wohingegen es beztiglich
der granulozytiren Differenzierungsreihe abfillt (Dodelet und Cashman 1998). Des Weite-
ren ldsst sich aufgrund der extrazelluliren Lage der PrP-Polypeptidkette, die Vermutung
aufstellen, dass das PrP° in die Signaltransduktion tber die Zellmembran eingebunden ist
(Loertscher und Lavery 2002; Westergard et al. 2007).

1.3  Die Prion-Protein-only-Hypothese

Der Begriff ,Prion® steht fiir ,,Proteinaceous infectious particles that resist inactivation by
procedures which modify nucleic acids” (Prusiner 1982) und wurde von S.B. Prusiner in den
80iger Jahren eingefiihrt. Dieser entwickelte die Prion-Protein-only-Hypothese, die die
Grundlage der transmissiblen spongiformen Enzephalopathien bildet. Die Prionhypothese
besagt, dass das fehlgefaltete Prionprotein, PrP*, der Erreger der TSEs ist und sich vermehrt,
indem es das zelleigene, physiologische Protein PrP¢ in die pathologische Isoform das PrP*
umwandelt (Griffith 1967; Prusiner 1982). Das infektiose Agens war resistent gegenitber UV-
Licht und radioaktiver Strahlung, die normalerweise nukledre Siuren (DNA) zerstorte und
auch gegeniiber anderen Inaktivierungsschritten, die normalerweise bisher alle bekannten
Mikroorganismen inaktivierten (Prusiner 1982) und lief} somit auf eine neue infektiose Enti-
tat schlieBen. Prusiner et al. fingen daraufhin an, die Existenz eines Proteins zu tiberpriifen
und konnten belegen, dass die Infektiositit des Materials sank, wenn dieses mit proteinzer-
storenden Substanzen in Kontakt kam. Dazu gehorten Proteinase-K, Guanidiniumthiocya-
nat, Phenol, Hydroxylamin u.v.m. (Prusiner et al. 1980a; Prusiner et al. 1980b; McKinley et
al. 1981; Prusiner et al. 1981). Auch die Entstehung von Sauerstoffradikalen bei radioaktiver
Bestrahlung lisst auf die Existenz einer biologischen Membran oder auf Lipoproteine schlie-
Ben, jedoch nicht auf nukledre Sduren (Alper et al. 1978). Die gesammelten experimentellen
Daten deuten darauf hin, dass das Scrapieagens sich von bisher bekannten Viren, Viroiden
oder Plasmiden unterscheidet. Da die bislang bekannten Eigenschaften eine Ahnlichkeit mit
Proteineigenschaften aufweisen, wird diese notwendige Beteiligung eines Proteins im Scra-
pieagens durch den neuen Begriff ,Prion‘ als zentraler Bestandteil der Prion-Protein-only-
Hypothese herausgestellt (Prusiner 1982). Als beweisihnlich fiir die Prionprotein-only-Hy-
pothese gilt die 2010 mit Hilfe der Protein-Misfolding-Cyclic-Amplification-Methode

(PMCA) in-vitro induzierte Konversion von rekombinantem murinen PrP¢, gewonnen aus
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dem Escherischia-coli-Bakterium, in ein rekombinantes Prion mit den pathologischen Prio-
neigenschaften (starke Aggregationstendenz, Proteaseresistenz, Vermehrung durch eigens
induzierte Konversion) (Wang et al. 2010). AbschlieBend kann man sagen, dass es heute die
Frage zu kliren gilt, ob das PrP* alleine fur die Infektiositit verantwortlich ist oder andere
Co-Substanzen notwendig sind und weiterhin, ob diese entweder Teil des PrP* sind oder als
Co-Substanzen auferhalb des PrP* vorliegen. Des Weiteren stellt sich die Frage, ob diese
Substanzen physiologisch in der Zelle vorhanden sind oder diese nur im Falle der Erkran-
kung vorliegen (Soto 2011). Angemerkt werden muss jedoch weiterhin, dass das Vorhanden-
sein des physiologischen, membrangebundenen Prionproteins eine grundlegende Vorausset-

zung fiir eine erfolgreiche Infektion mit Scrapie ist (Bueler et al. 1993; Chesebro et al. 2005).

1.4  B-Konversion des physiologischen Prionproteins in die

pathologische Isoform

Bei gleicher Primirstruktur (Stahl und Prusiner 1991) unterscheiden sich die beiden Prion-
proteinisoformen deutlich in ihrer riumlichen Anordnung (Sekundirstruktur) (Pan et al.
1993; Stahl et al. 1993). Aufgrund der starken Aggregationstendenz der pathologischen Iso-
form ist eine genaue Analyse der Sekundarstruktur erschwert und noch ausstehend. Die Mes-
sungen mit Hilfe des Fourier-Transform-Infrarotspektrometers zeigten jedoch, dass das PrP¢
in seiner Sekundirstruktur zu 42% aus o-Helices und nur zu 3% aus B-Faltblittern besteht.
Wenn jedoch das PrP* untersucht wird, stellt man hier einen Gehalt an 3-Faltblittern von
43% und einen an a-Helices von nur 30% fest (Pan et al. 1993). Hinzukommend dndert sich
im Falle einer Prionerkrankung das Gleichgewicht zwischen der physiologischen und der
pathologischen Isoform hingehend zur pathologischen Isoform, sodass angenommen wird,
dass sich das PK-sensitive, a-Helix-reiche Monomer (PrP¢) in das 3-faltblattreiche, aggregie-
rende Multimer (PrP*) umfaltet (Cohen und Prusiner 1998), was als 3-Konversion bezeich-
net wird (Honda et al. 2015). Den Beginn der Umwandlung des PrP¢ in die pathologische
Isoform stellt entweder eine erworbene Prioninfektion (erworbene Prionerkrankungen), eine
spontane Konversion (sporadische Prionerkrankungen) oder eine Mutation im PRNP-Gen
(hereditire Prionerkrankungen) dar (Stohr et al. 2008). Diese Konversion von der a-Helix-
Struktur in die 3-Faltblattstruktur wird als entscheidendes Event in der Pathogenese der Pri-
onerkrankungen angesehen. Um die Entstehungskaskade von einem fehlgefalteten Prion-
protein zu der finalen Ablagerung von Prionamyloid und zum Krankheitsausbruch zu erkld-
ren, wurde 1993 von Jarrett et al. (Jarrett und Lansbury 1993) das 2008 genauer aufgearbeitete
(Stohr et al. 2008) Nucleation-Seeding-Modell entwickelt. Interessanterweise kann dieses
Modell nicht nur auf die TSEs tbertragen werden, sondern auch auf andere bereits erwihnte
Proteinaggregationskrankheiten, wie die Alzheimer- oder die Parkinson-Erkrankung, da auch
hier ein akzeleriertes Seeding gezeigt werden konnte (Soto 2003). Ein entscheidender Unter-

schied besteht hier jedoch beztiglich der Infektiositit, da bislang weder fiir den M. Alzheimer
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noch fir den M. Parkinson oder weitere Proteinaggregationserkrankungen ein Infektions-

nachweis gezeigt werden konnte.

1.5 Das PrPs¢

Die Abktrzung PrP* steht fiir die pathologische, scrapie-like Isoform des Prionproteins (O-
esch et al. 1985; Basler et al. 1986), das der Prionhypothese (s. Kapitel 1.3) zufolge Bestand-

teil, wenn nicht sogar der einzige Bestandteil des Prions sein soll (Prusiner 1982).

1.5.1 Eigenschaften des pathologischen Prionproteins

Das PrP* unterscheidet sich in seiner Primarstruktur nicht von der physiologischen Isoform
(s. Kapitel 1.2.1.1). Es erhilt seine pathogenen Eigenschaften, wie die starke extrazellulire
fibrillire Aggregationsfihigkeit, die Unl6slichkeit in Detergenzien (Meyer et al. 1986) sowie
die Proteolyse zu einem PK-resistenten Kern (PP 27-30) unter Proteinase-K-Verdau
(McKinley et al. 1983) vermutlich tber die B-Konversion (s. Kapitel 1.4) (Stahl und Prusiner
1991). Im Gegensatz zum PrP® wird das PrP* dreifach langsamer (im Mittel 3 Stunden) syn-
thetisiert und degradiert nicht (Borchelt et al. 1990). Die pathologische Isoform kann nun
unter zellzerstérenden Bedingungen oder via Endosomen aus der Zelle freigesetzt, jedoch
auch via Phagozytose von anderen Zellen aufgenommen werden (zum Vgl. s. Kapitel 1.2)
(Safar et al. 1990; Stahl et al. 1990). Posttranslationale Modifikationen werden in vivo an
beiden Isoformen vorgenommen (s. Kapitel 1.2.1.2) (Hope et al. 1986; Bolton et al. 1987;
Turk et al. 1988). Die fiir die Charakterisierung des PrP* entscheidende Modifikation ist die
Glykosylierung mit Oligosacchariden der beiden Asparaginresiduen an den Codons 181 und
197 (Bolton et al. 1985; Haraguchi et al. 1989). Das PrP* kann dann als un-, mono- sowie
diglykosylierte Form vorliegen (Stimson et al. 1999) und zeigt anschlieBend ein unterschied-
liches Migrationsverhalten in der SDS-PAGE (Haraguchi et al. 1989). Nach enzymatischer
Spaltung der unglykosylierten Form koénnen im Western-Blot zwei Banden mit jeweils un-
terschiedlicher Fragmentgrof3e detektiert werden, sodass unterschiedliche PrP*-Typen von-
einander differenziert werden kénnen. Sie werden als Typ 1 (21 kDa) und Typ 2 (19 kDa)
bezeichnet (Parchi et al. 1996; Parchi et al. 1997; Parchi et al. 2000; Parchi et al. 2011). Neben
der klassischen Form des PrP* existiert eine heterogene Gruppe an PK-sensitiven oder was-
serloslichen oligomerischen Formen (Tzaban et al. 2002; Cronier et al. 2008; Kim et al. 2012;
Anaya et al. 2011), die grundlegende strukturelle Ahnlichkeiten mit der pathologischen Isof-

orm aufweisen, obwohl sie die Definition nicht komplett erfilllen (Sajnani et al. 2012).

1.5.2 Ablagerungsmuster des PrP* im ZNS

Die ausgeprigte Tendenz des PrP* zur Aggregation kann mit Hilfe der Lichtmikroskopie
und der Himatoxylin-Eosin(HE)-Firbung quantifiziert und analysiert werden. Zu den im
ZNS detektierten Gewebsablagerungen gehéren die amyloiden Plaques oder Kuru-Plaques,

welche kompakte, homogene eosinophile PrP*-Ablagerungen bezeichnen und mit Hilfe der
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normalen HE-Farbung bzw. der Periodic-Acid-Schiff(PAS)-Reaktion nachweisbar und ty-
pisch fiir Prionerkrankungen, wie Kuru, sind; multizentrische Plaques, die aus einem zent-
ralen, grof3en Plaque bestehen, der von kleineren, satellitenartigen Plaques umgeben wird
und typisch fir die GSS sind sowie floride Plaques, die einen zentralen Kern zeigen, der von
spongiformen Veridnderungen umgeben ist. Diese letztgenannte Ablagerungsform findet
man vornehmlich bei der vC]JD, aber auch bei einer kleinen Zahl von iCJD-Fillen nach
Dura-mater-Implantation (Parchi et al. 2011). Zusitzlich zu diesen o. g. Ablagerungsformen
gibt es andere, die sich nur mit Hilfe der Immunhistochemie bzw. dem Paraffin-embedded-
tissue-blot (PET-Blot) nachweisen lassen (Schulz-Schaeffer et al. 2000b). Dazu gehéren ers-
tens die plaquedhnlichen Ablagerungen, die aus nur wenigen PrP*-Ablagerungen bestehen
und vornehmlich bei VV2-Fillen der sCJD gesehen werden; zweitens die synaptische An-
tirbung von PrP*, die hiufig zart und eher schwammig imponiert (Kitamoto et al. 1992) und
die am hiufigsten vortkommenden MM1/MV1-Fille der sCJD charakterisiert (Parchi et al.
2011); drittens die perivakuolische Anfirbung von PrP*, die hiufig in Kombination mit
groB3en konfluierenden Vakuolen auftritt und viertens die perineurale Anfirbung von PrP*-
Ablagerungen (Parchi et al. 2011). Diese unterschiedlichen Ablagerungsmuster der PrP*-Ag-
gregate sind héufig typisch fir die Subtypen der menschlichen Prionerkrankungen. Wie die
missgefalteten Proteine und Oligomere die klinisch apparente Neurotoxizitit induzieren

bleibt jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt unbekannt (Singh und Udgaonkar 2015).

1.5.3 PrP* und das lymphatische System

Der Nachweis von PrP*im lymphatischen System gelang bislang nur fir die erworbenen
Prionerkrankungen wie der Scrapie, CWD (Jeffrey und Gonzalez 2004; Beeckes und McBride
2007), BSE (Tranulis et al. 2000; Terry et al. 2003; Holznagel et al. 2015) und vCJD (s. Kapitel
1.6.3.10 und 1.6.3.11). Die genaue PrP*-Verteilung sowie die kritische Betrachtung der PrP*-
Ablagerungen und ihre Ausbreitungsroute nach oraler Aufnahme im LRS werden in den

jeweiligen Kapiteln naher beleuchtet.

1.6  Die Prionerkrankungen bei Menschen

Die am lingste bekannte humane Prionerkrankung ist das hereditire Gerstmann-Striussler-
Scheinker-Syndrom. Sie wurde erstmals Ende des 18. Jahrhunderts beschrieben (Hainfellner
et al. 1995). Alle weitere humanen Prionerkrankungen wurden erst im Laufe des 20. Jaht-
hunderts entdeckt und beschrieben, allen voran die nach Hans G. Creutzfeldt und Alfons M.
Jakob benannte Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (s. Kapitel 1.6.2.1). Die menschlichen Prio-
nerkrankungen werden in hereditire, sporadische und erworbene Formen unterteilt (s. Ka-
pitel 1.1). Dies bedeutet, dass eine humane TSE durch unterschiedliche Mechanismen aus-
gelost werden kann: a) verschiedene Punktmutationen im PRNP-Gen fithren zu einer Fehl-
faltung des physiologisch vorkommenden codierten Prionproteins und somit zu dem klini-

schen Auftreten einer vererbbaren Prionerkrankung (hereditdr) (Goldfarb et al. 1990;
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Kretzschmar et al. 1991; Gabizon et al. 1993; Kretzschmar 2001); b) die zentrale (intrazereb-
ral) oder periphere (intravends, intraperitoneal, subkutan, oral) Aufnahme einer ausreichen-
den Menge des infektiosen Agens induziert eine Fehlfaltungskaskade des PrP¢ in das PrP™
und fithrt so zum klinischen Auftreten einer Prionerkrankung, ausgeldst durch das aufge-
nommene PrP* (erworben) (s. Kapitel 1.6.3 und 1.8.2); ¢) eine zufillig im Leben spontan
auftretende Fehlfaltung des physiologisch vorkommenden Prionproteins im ZNS, z. B. im
Rahmen einer Uberproduktion von PrP*, induziert eine Kaskade der Fehlfaltung in das PrP*
und fihrt so zum klinischen Auftreten einer Prionerkrankung, ohne dass vorher eine famili-
are oder infektiose Anamnese positiv gewesen wire (sporadisch) (s. Kapitel 1.6.2). Hieraus
wird ersichtlich, dass ein Organismus in der Lage ist mit - aber auch ohne Kontakt zu einem
infektiosen Agens - de-novo aus einem in ihm selbst physiologisch vorkommenden Protein
einen Prionerreger zu synthetisieren und damit selber an der Prionerkrankung zu erkranken
und andere sekundir mit diesem ,Prion‘ zu infizieren. Die haufigste humane Prionerkran-
kung ist die sporadische CJD (Masters et al. 1979), gefolgt von den hereditiren TSEs (fami-
lidre CJD, GSS und FFI) und letztlich der iatrogenen und varianten CJD (Ladogana et al.
2005).

1.6.1 Uberblick iiber die Diagnostik und Therapie

Die humanen Prionerkrankungen sind insgesamt sehr selten, phanotypisch sehr variabel,
meist erst nach Finsetzen der ersten Symptome, somit zu spit und insgesamt schwer zu
diagnostizieren, sodass die Diagnose einer Prionerkrankung nur in Kombination der Anam-
nese mit der Klinik, mit der apparativen Diagnostik und mit den histopathologischen Unter-
suchungen gestellt werden kann. Die Prionerkrankungen mussen vor allem differentialdiag-

nostisch berticksichtigt werden.

1.6.1.1 Uberblick tber die histopathologische Diagnostik im ZNS

Die definitive Diagnose einer TSE kann bislang nur histopathologisch anhand einer Hirnge-
webeuntersuchung (pri- oder postmortal) gestellt werden. Die spezifische Histopathologie
des zentralen Nervensystems ist namensgebend fiir die TSE. Sie umfasst, bei Fehlen einer
lokalen und systemischen inflammatorischen Reaktion (Brown und Mastrianni 2010), a) die
spongiforme Vakuolisierung der grauen Substanz, v.a. in Neuriten und den Somata, die in
jeder Cortexregion im Neuropil auftreten kann und sich bis zu dem sogenannten Status
spongiosus entwickeln kann; b) die reaktive Proliferation der Astrozyten und Mikroglia mit
einhergehendem Verlust von Neuronen sowie c) die fiir Prionerkrankungen pathognomoni-
schen Ablagerungen von amyloiden Plaques im ZNS (s. Kapitel 1.5) (Soto 2001; Chiti und
Dobson 2006). Neben den cortikalen o. g. Verinderungen findet man diese vor allem auch
im Thalamus, den Basalganglien und auch im Cerebellum (Kretzschmar 2001). Der Phinotyp
und auch die Neuropathologie sind stark durch das Zusammenspiel aus dem M129V-Poly-
morphismus des PRNP-Gens und dem PrP*-Typ beecinflusst (Parchi et al. 1996). Diese
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genannte Histopathologie wird in den folgenden Kapiteln fir die Subtypen der Prionerkran-

kungen naher beschrieben.

1.6.1.2 Apparative Diagnostik

Diagnostische Hinweise konnen die Magnetresonanztomographie (MRT), die Elektroenze-
phalographie (EEG), die Liquorpunktion und —analyse und eventuell die Positronen-Emis-
sionstomographie erbringen. Fine Hilfestellung in der Diagnostik der Prionerkrankungen
kann, bei Hinweis auf eine familidre Genese, die genetische Analyse des PRNP-Gens (Hsich
et al. 1996; Geschwind et al. 2003; Satoh et al. 2007; Brown und Mastrianni 2010) sowie die
PMCA (Saborio et al. 2001; Saa et al. 2006) oder die real-time quaking-induced conversion
(RT-QulC) (Orru et al. 2012) darstellen.

1.6.1.3 Differentialdiagnostische Uberlegungen

Aufgrund der wenigen spezifischen diagnostischen Méglichkeiten, um eine TSE diagnosti-
zieren zu kénnen, mussen dringend hdufigere und zum Teil auch behandelbare Differential-
diagnosen ausgeschlossen werden, bevor die Diagnose einer Prionerkrankung gestellt wer-
den kann. Dazu gehéren andere Proteinaggregationskrankheiten wie der M. Alzheimer, die
corticobasale Degeneration (CBD), die Lewy-Body-Demenz (DLB) oder neurodegenerative
Erkrankungen wie Chorea Huntington, die spinozerebellire Ataxie, die frontotemporale De-
menz (FTD) sowie entziindliche ZNS-Erkrankungen, metabolische Erkrankungen, maligne
Erkrankungen wie ZNS-Tumore oder paraneoplastische Syndrome und Autoimmunerkran-

kungen (Brown und Mastrianni 2010).

1.6.2 Sporadische Prionerkrankungen

Die sporadischen Prionerkrankungen zeichnen sich dadurch aus, dass bis heute keine Infek-
tionsquelle gefunden, keine signifikanten Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer sCJD be-
nannt werden konnen (van Duijn et al. 1998) und sie weltweit selten aber gleichmiBig auf-
treten (Hornlimann 2001a). Sie werden auch als idiopathische Prionerkrankungen bezeich-

net.
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1.6.2.1 Sporadische Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung — Geschichte und Epidemiologie
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Abbildung 1: sCJD: Definitive und wahrscheinliche Fille im Zeitraum von 1993 bis 2013

weltweit und in GroB3britannien (UK) Surveillance Data - CJD International Surveillance
Network).

Die Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung wurde erstmals 1921 von Alfons M. Jakob und Hans G.
Creutzfeldt beschrieben und unter dem Namen der ,spastischen Pseudosklerose® bekannt
(Jakob 1921). Schnell wurde nach der ersten Beschreibung der CJD die phinotypische Vari-
abilitat dieser Erkrankung deutlich (Parchi et al. 2011). In den 1960er Jahren konnte die CJD
experimentell auf Schimpansen tibertragen und unter den TSE subsummiert werden (Gajdu-
sek et al. 1960). Die sporadische CJD macht ca. 85% aller Creutzfeldt-Jakob-Erkrankungen
aus (Palmer und Collinge 1992), die weltweite jahtliche Inzidenz wird auf 0,3 — 1,3/ 1 Million
Einwohner beziffert (Brown et al. 1987; Masters et al. 1979; Alperovitch et al. 1994). Die
CJD stellt somit die hiufigste Prionerkrankung dar, ist jedoch mit der oben genannten Inzi-
denz insgesamt ein sehr seltenes Krankheitsbild (Sturzenegger 2001). Es konnte gezeigt wer-
den, dass weltweit keine lokal gehduften Privalenzen der sCJD auftreten und auch kein kau-
saler Zusammenhang mit sozioOkonomischen Faktoren, vorangegangenen Traumata oder
Operationen sowie didtischen Faktoren, wie der Exposition gegentiber BSE-kontaminierten

Rinderprodukten, hergestellt werden kann (Brown et al. 1987).

1.6.2.2 sCJD - Klinik

Die Patienten sind typischerweise zwischen 45 und 75 Jahren alt, wobei die Mehrheit sich
mit einem Erkrankungsalter zwischen dem 60. und 65. Lebensjahr vorstellt. ,[...] In [...]
einem Drittel der Fille [...] [prisentieren sich die Patienten] mit mentalen Stérungen wie
[einer] Gedachtnisstorung, Verwirrtheit und Verhaltensstorung mit Depression oder Agita-
tion, [in einem Dirittel prisentieren die Patienten eher| physisch-neurologische Symptome
(zerebellir, okulomotorisch und visuell) und im restlichen Dirittel [...eine...] Kombination

aus den beiden [Moglichkeiten]* (Sturzenegger 2001). Diese Symptome entwickeln sich zu
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einer rapid progressiven Demenz in Kombination mit Myokloni, die initial selten (in ca. 5%
der Fille), aber im Verlauf haufiger (in 78-89% der Fille) auftreten (Sturzenegger 2001), und
einer Ataxie. Das zentrale Merkmal der sCJD ist die progrediente Demenz, ,,[...] die Cha-
rakteristika eines sog. kortikalen Typs mit Aphasie, Agraphie, Apraxie, Agnosie, Akalkulie
[und] Gedichtnis- und Konzentrationsstérungen [zeigt] (Sturzenegger 2001). So ver-
schlechtert sich der klinische Zustand der Patienten tiber mehrere Wochen tber eine Be-
wusstseinstribung, eine Kachexie, Inkontinenz, bis hin zum akinetischen Mutismus und
fihrt in einem Zeitraum von einem bis 130 Monaten, im Durchschnitt in viereinhalb Mona-
ten (Sturzenegger 2001), immer zum Tod der Patienten. Uber 70% der Patienten versterben
in weniger als sechs Monaten nach Erkrankungsbeginn (Collinge 1997). Weiterhin werden
Symptome genannt, die gehauft in Kombination mit der sCJD auftreten, jedoch nichtspezi-
fisch fir diese neurodegenerative Erkrankung sind. Dazu gehéren u. a. Erschépfung oder
Fatigue, pyramidale und extrapyramidale Symptome wie eine Spastik oder eine Hyperreflexie
bzw. ein Tremor oder Rigor, eine Bradykinesie, Chorea, das Alien-Limb-Symptom oder Ver-
haltensinderungen (Brown et al. 1986). Neben der oben beschriebenen sCJD, die in 50%
aller CJD-Fille auftritt und als diffus zerebraler CJD-Typ bezeichnet wird (Sturzenegger
2001), existieren noch 5 weitere Subtypen der sCJD: die amaurotische oder Heidenhain-Va-
riante (Kretzschmar 2001), die Brownell- und Oppenheimer-Variante bzw. der zerebellire
Typ, die thalamische Form der sCJD, der Jakob-Typ bzw. der Typ der spastischen Pseudo-
sklerose (Sturzenegger 2001) sowie der seltene amyotrophe Typ (de Silva 1996). Zuletzt kann
noch die panenzephalitische japanische Variante genannt werden (Belay 1999; Kretzschmar
2001; Cornelius et al. 2009; Parchi et al. 2011).

1.6.2.3 sCJD - Diagnostik

Auf der Basis der klinischen, elektrophysiologischen und histopathologischen Verinderun-
gen bei den an sCJD-erkrankten Patienten kann die Diagnose der sCJD in unwahrscheinli-
che, mogliche, wahrscheinliche oder definitive Fille klassifiziert werden. Da eine endgiiltige
Diagnose nur aufgrund einer neuropathologischen Gehirnuntersuchung, eines immunhisto-
chemischen Nachweises bzw. einer Darstellung des PrP* im Western-Blot sowie mit Hilfe
der PMCA bzw. eines vereinfachten Aggregationsessays (RT-QuiC) gestellt werden kann, ist
diese vorgeschlagene Einteilung eine Hilfestellung im klinischen Alltag. Zu den wahrschein-
lichen CJD-Diagnosen werden Fille gezihlt, die neben einer progressiven Demenz von we-
niger als zwei Jahren Dauer charakteristische EEG-Verinderungen und/oder einen Nach-
weis des Proteins 14-3-3 im Liquor sowie mindestens zwei der folgenden Symptome, wie
Myoklonien, visuelle oder zerebellire Verdnderungen, (extra)-pyramidale Verinderungen
oder einen akinetischen Mutismus aufweisen. Zu den méglichen Fillen werden Patienten
zugeordnet, die sich mit den o. g. Symptomen vorstellen, jedoch keine typischen EEG-Ver-
inderungen oder einen Protein-14-3-3-Nachweis im Liquor aufweisen. Zu den unwahr-
scheinlichen Fillen werden neurologisch auffillige Patienten zugeordnet, die die genannten

Kriterien nicht erfillen. Die klassische Trias der sCJD, eine Kombination aus Demenz,
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Myoklonus und Periodic-Short-Wave-Komplexen (PSWC) im EEG, findet man in 2/3 aller
sCJD-Fille (Masters et al. 1979; Hornlimann et al. 2001a).

1.6.2.4 sCJD - Histopathologische und immunhistochemische Charakterisierung unter
Einfluss des M129V-Polymorphismus des PRNP-Gens und Bedeutung von

Erregerstimmen

Allen Subtypen der sCJD ist gemein, dass sich histopathologisch im Gehirn dhnliche Verin-
derungen finden lassen. Neben der definierenden TSE-Pathologie (s. Kapitel 1.6.1.1) lassen
sich immunhistochemisch, die fiir die sCJD pathognomonischen PrP*-Ablagerungen Typ 1
und Typ 2 detektieren, die in Kombination mit dem M129V-Polymophismus den Phianotyp
inkl. des Erkrankungsalters, der Erkrankungsdauer, der klinischen Ausprigung sowie der
neuropathologischen Verinderungen inkl. der PrP*-Typisierung charakterisieren (Parchi et
al. 1999). Sie werden als Erregerstimme bezeichnet. Ein Erregerstamm bezeichnet nach der
Definition von Aguzzi et al. ein TSE-Isolat, welches nach Ubertragung auf verschiedene
Spezies ein gleiches Erkrankungsprofil inklusive der o. g. Faktoren zeigt (Aguzzi et al. 2007)
und vornehmlich bei der Scrapie und der sporadischen CJD diskutiert wird (s Kapitel 1.7.1.5,
1.6.2.4), wohingegen man bei der BSE-Erkrankung sowie der vC]D von einem gemeinsamen
Erregerstamm ausgeht (s. Kapitel 1.6.3.8). CJD-Patienten mit dem hiufigsten MM1/MV1-
Phinotyp zeigen neuropathologisch kleine Vakuolen (2—10 um) und ein feines, retikulires
PrP*-Ablagerungsmuster, welches einer synaptischen Ablagerung von PrP*-Aggregaten
(Kitamoto und Tateishi 1994; Schulz-Schaeffer et al. 2000b) entspricht. Diese finden sich
vornehmlich in der okzipitalen GroBhirnrinde, in den Basalganglien, im Thalamus sowie im
Cerebellum. Der zweithdufigste VV2-Phinotyp zeigt neben einer Spongiformitit der Grof3-
hirnrinde immunhistochemisch grobgranulire, plaqueartige und perineuronale PrP*-Ablage-
rungen vornehmlich in den subkortikalen Strukturen und im Hirnstamm. Der dritthdufigste
MYV2-Phinotyp weist neben plaqueartigen PrP*-Ablagerungen, in 5-10% der Falle, in der
Kornerzellschicht des Cerebellums die so genannten Kuru-Plaques auf (Belay 1999, Kawau-
chi et al. 2000), die beziiglich der sCJD ausschliellich mit diesem Genotyp assoziiert werden
(Parchi et al. 1996; Hill et al. 1999b; Kretzschmar 2001). Der vierthdufigste MM2-Phinotyp
spaltet sich in einen kortikalen und thalamischen Phinotypen, wobei der erstere grof3e kon-
fluierende Vakuolen mit perivakuoliren Ablagerungen zeigt und der letztgenannte sich neu-
ropathologisch nicht von der FFI unterscheidet. Der seltenste VV1-Phinotyp weist bei sehr
schwachem immunhistochemischem synaptischem PrP*-Nachweis, histopathologisch eine
starke Vakuolisierung in der GroBhirnrinde sowie im Corpus striatum auf. Durch zentrifu-
gale Ausbreitung aus dem ZNS nach dortiger Akkumulation und Replikation lisst sich auch
in allen Genotypen in der Retina von sCJD-Patienten (Head et al. 2003), in der olfaktorischen
Mukosa (Zanusso et al. 2003), im Ganglion trigeminale (Guiroy et al. 1989) oder in periphe-
ren Nerven (Ishida et al. 2005) das PrP* detektieren. Die sensitive PET-Blot-Methode, die
auch als Grundlage dieser Arbeit dient, konnte im direkten Vergleich zu konventionellen

immunhistochemischen Methoden, wie dem Western-Blot oder Histoblot zeigen, dass auch
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bei den VV1-Fillen in den Basalganglien sowie im Cerebellum starke PrP*-Ablagerungen
detektierbar sind (Schulz-Schaeffer et al. 2000b). Dieser Nachweis zeigt, dass die PET-Blot-
Methode die aktuell sensitivste Nachweismethode fiir den Nachweis von PrP*-Ablagerun-
gen im Rahmen der sCJD darstellt, und sollte daher immer fur den Nachweis von zentralen
aber auch peripheren PrP*-Ablagerungen genutzt werden. Eine au3erhalb des ZNS oder des
PNS vorkommende PrP*-Akkumulation konnte bislang histopathologisch oder immunhis-
tochemisch mit den o. g. konventionellen Methoden nicht gelingen (Hill et al. 1999a; Hilton
et al. 2004b; Brandner et al. 2008).

1.6.3 Erworbene Prionerkrankungen

1.6.3.1 Kuru - Geschichte und Epidemiologie

Kuru bedeutet in der Sprache der Einheimischen aus Papua Neuguinea ,,aufgrund von Kilte
oder Fieber zu zittern® (Gajdusek und Zigas 1961). Sie scheint zum ersten Mal um die Jahr-
hundertwende zum 20. Jahrhundert aufgetreten zu sein und breitete sich seitdem endemisch
tber mehrere Orte in der stidlichen Fore-Region in Papua Neuguinea aus (Liberski 2013).
Fiir diese Kuru-Endemie ursichlich war die Ubertragbarkeit des infektidsen Agens aufgrund
kannibalistischer Rituale im Rahmen von Trauerzeremonien (Glasse 1967; Mathews et al.
1968; R. L. Klitzman 1984), wahrend dieser vermutlich ein an der sCJD Verstorbener kon-
sumiert wurde (Alpers und Rail 1971). Es werden diesbeziiglich zwei verschiedene Infekti-
onswege diskutiert: parenteral tiber mukosen Kontakt mit infektiosem Gewebe, z. B. kon-
junktival oder transdermal (Goodfield 1997; Liberski und Gajdusek 1997) und enteral, wobei
der Erste in kiirzeren Inkubationszeiten resultieren wiirde (R. L. Klitzman 1984; Hornlimann
und Alpers 2001). Den Héhepunkt dieser Erkrankung stellten die Jahre zwischen 1957 und
1960 dar, in denen tber 200 Personen pro Jahr an dieser Erkrankung verstarben. In der
westlichen Fachliteratur wurde die Kuru-Erkrankung 1957 zum ersten Mal beschrieben
(Gajdusek und Zigas 1957; Gajdusek und Zigas 1961). 1966 gelang Gajdusek und Gibbs
erstmals der Nachweis der Transmissibilitit einer humanen Prionerkrankung (30 Jahre zuvor
gelang der Nachweis der Scrapie-Ubertragbarkeit (Cuillé und Chelle 1936)), indem Kuru ex-
perimentell auf Schimpansen tibertragen werden konnte, sodass Kuru den TSE untergeord-
net wurde (Gajdusek et al. 1966; Gajdusek et al. 1967; Gajdusek und Gibbs 1964). Mitte der
1950iger Jahre wurden auf Druck der australischen Regierung die o. g. kannibalistischen Ri-
tuale eingestellt und ein Riickgang der Inzidenz vermerkt (Hornlimann 2001b). Ende der
1990iger Jahre sank die Inzidenz auf eine neuerkrankte Person pro Jahr und ldsst somit den
Schluss auf eine mogliche Inkubationszeit von tber 40 Jahren zu (Hornlimann und Alpers
2001; Brandner et al. 2008). Studien an Schimpansen zeigten jedoch durchschnittliche Inku-
bationszeiten von ca. zwei Jahren (Gajdusek et al. 1966). Heute muss die Kuru-Erkrankung

jedoch als ein historisches Beispiel einer humanen Prionerkrankung gewertet werden.
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1.6.3.2 Kuru - Klinik

Der Krankheitsverlauf der Kuru-Krankheit wird in drei Stadien eingeteilt, in die ambulante,
die sitzende und die terminale Phase. Sie verlauft stark progredient und endet immer tédlich.
Die Prodromalphase der Kuru-Krankheit hilt fiir ein paar Monate an und beinhaltet unspe-
zifische Symptome wie Kopfschmerzen, Gelenkbeschwerden, Bauchschmerzen sowie einen
Gewichtsverlust. In der ambulanten Phase der Erkrankung beginnen die zerebelldren Symp-
tome mit einer progredienten Ataxie in den unteren Extremititen, einem feinschligigen Ru-
hetremor mit einer Intentionskomponente, einer Dysmetrie sowie einer Dysarthrie. Zudem
wurden ein horizontaler Strabismus, ein Nystagmus, eine posturale Instabilitit und auch fazi-
ale Hemiparesen sowie supranukleire faziale Paresen beobachtet. Die dritte und terminale
Phase geht mit einer Bettligerigkeit, Inkontinenz, Dysphasie, primitiven Reflexen, einer
Kachexie, muskuliren Faszikulationen, Athetosen und einer Chorea einher (Liberski 2013).
Im Gegensatz zu der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung kann man eine Demenz nur in sehr we-
nigen Fillen beobachten (Hérnlimann 2001b). Weiterhin lassen sich tiber den Krankheits-
verlauf parathyme Symptome, wie ein groteskes Lachen oder auch eine Euphorie beobachten
(Zigas 1990).

1.6.3.3 Kuru - Histopathologische Verinderungen

Die typische spongitse Degeneration (s. Kapitel 1.6.1.1) findet sich auch im Rahmen der
Kuru-Erkrankung u. a. im Cortex des limbischen Systems, des Striatums, des medialen Tha-
lamus, dem Cerebellum sowie im Hirnstamm. Auflerdem findet man die sogenannten Kuru-
Plaques aus dem PrP*-Typ 2 vor allem im Cerebellum, was konkordant zu der klinischen
Manifestation der Erkrankung ist sowie eine intrazytoplasmatische Vakuolisierung der Neu-

ronen im Striatum (Adams et al. 1974).
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1.6.3.4 Iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung — Geschichte und Epidemiologie
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Abbildung 2: iCJD: Todeszahlen definitiver und wahrscheinlicher Fille im UK zwischen
1990 und 2018 (NCJDRSU 2018)

1974 wurde der erste iatrogen ubertragbare CJD-Fall beschrieben, der nach einer Corneat-
ransplantation bei einer weiblichen Patientin diagnostiziert wurde, die ein Transplantat eines
an sCJD-verstorbenen Spenders erhielt (Duffy et al. 1974). Doch bereits in den 1950iger
Jahren wurde von Nevin et al. tiber die Méglichkeit der iatrogenen CJD-Ubertragung via
EEG-Elektroden berichtet (Nevin et al. 1960). Die bis heute am hidufigsten aufgetretenen
iCJD-Fille resultieren jedoch aus der Ubertragung durch Dura-mater-Transplantationen
(Pocchiari et al. 1992; CDC 1997; Thadani et al. 1988; Antoine et al. 1997; Defebvre et al.
1997) — bis 2012 228 beschriebene Fille (Brown P et al. 2012) - sowie aus Wachstumshor-
mon-Transfusionen (Powell-Jackson et al. 1985) — bis 2012 226 beschriebene Fille (Brown
P et al. 2012). Eine geringe iCJD-Fallzahl wurde durch das Geschlechtshormon Gonadotro-
pin (Cochius et al. 1990), nicht ausreichend desinfiziertes Operationsbesteck (Will und
Matthews 1982; Gibbs et al. 1994) - wie o. g. EEG-Elektroden (Bernoulli et al. 1977) -sowie
bislang 5 beschriebene Fille durch Blut- und Blutplasmatransfusionen (s. Kapitel 1.6.3.8)
von vC]D-Patienten (Llewelyn et al. 2004; Brown P et al. 2012) verursacht. Der Héhepunkt
der iCJD-Inzidenz in Grofibritannien kann Mitte der 1990iger Jahre vermerkt werden (au-
Berhalb der UK wird der Héhepunkt wenige Jahre spiter durch die zeitversetzte Exposition
mit BSE-kontaminiertem Fleisch vermerkt). Seitdem wird ein stetiger Riickgang beschrieben
(Brown P et al. 2012).

1.6.3.5 iCJD - Phinotypische Ausprigung in Abhingigkeit vom M129V-Polymorphismus
des PRNP-Gens

Die Inkubationszeiten der iatrogenen CJD variieren je nach Infektionsdosis, Eintrittspforte
sowie Genom des Patienten (Zerr und Poser 2001). Bisher sind nur Patientenfille bekannt,
bei denen die Ubertragung aufgrund invasiver Applikation des infektiosen Agens und bei
ausreichender Menge von infektisem Material stattfand. Die dafiir notwendige Dosis steigt

von intrakraniell, zu intravends, zu intraperitoneal, zu subkutan und zu oral immer weiter an
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(Diringer 1990). Um einen Organismus einer anderen Spezies erfolgreich zu infizieren, sind
jeweils noch hohere Konzentrationen notwendig (Hornlimann et al. 2001b). Bei zentralem
Transmissionsweg (direkt in das ZNS bzw. in die Nihe des ZNS appliziert) und ausreichen-
der Konzentration, weist der Patient bereits nach 18 bis 20 Monaten erste klinische Symp-
tome einer iCJD auf, wohingegen die Patienten, bei denen das infektidse Agens peripher in
den Organismus gelangt erst nach durchschnittlich zwolf bis 13 Jahren klinisch auffallig wer-
den (passend zur oben beschriebenen iCJD-Inzidenz). Dieser Infektionsweg ist mit einem
129MM-Genotyp assoziiert (Deslys et al. 1998). Patienten, die Giber eine periphere Infekti-
onsroute erkranken, zeigen lingere Inkubationszeiten und sind mit einem 129MV-Genotyp
oder 129VV-Genotyp assoziiert (Deslys et al. 1998; Rudge et al. 2015). Ausnahmen zeigen
jedoch, dass auch MM-homozygote Patienten Inkubationszeiten von tber 30 Jahren aufwei-
sen kénnen — die lingste dokumentierte Inkubationszeit liegt bei 42 Jahren (Brown P et al.
2012). Die Patienten prisentieren sich beim Erstkontakt mit zerebelliren Symptomen, My-
okloni, einem positiven Pyramidenbahnzeichen und einigermallen erhaltener kognitiver
Funktion und klagen haufig Giber eine Gangataxie sowie eine Dysisthesie der unteren Extre-
mititen (Rudge et al. 2015). Die klinischen Symptome zeigen sich stark progredient mit kog-
nitiver Funktionsverschlechterung innerhalb von fiinf bis 32 (im Durchschnitt 14) Monaten,

sodass die Patienten innerhalb dieser genannten Zeitperiode versterben (Rudge et al. 2015).

1.6.3.6 iCJD - Apparative und histopathologische Diagnostik

Histopathologisch zeigen auch diese Patienten ein typisches Bild einer TSE im ZNS mit
synaptischen Ablagerungen des PrP* sowie plaqueartigen PrP*-Ablagerungen in den Basal-
ganglien, im anterioren frontalen und parietalen Kortex, Thalamus, und Cerebellum. Eine
Ausnahme stellte der Patient mit der kiirzesten Inkubationszeit dar — dieser zeigte eine atyp-
ische synaptische Verteilung von abnormalem PrP* und keine plaqgeuartigen PrP*-Ablager-
ungen (Rudge et al. 2015). Des Weiteren lasst sich, wie bei der sCJD und vCJD, das PrP*im
Ganglion trigeminale nachweisen (Guiroy et al. 1989; Head et al. 2004). Ein Nachweis von
PrP* in der Peripherie ist mit den bisherigen Methoden noch nicht gelungen (Hill et al.
1999a; Head et al. 2004). Im Rahmen der weiteren Diagnostik zeigt sich in der MRT eine
eingeschrinkte Diffusion in den Basalganglien, im Thalamus, Hippocampus sowie im fron-
talen und parazentralen motorischen Kortex und im zerebelliren Vermis. Auch das EEG
zeigt Auffilligkeiten und eine positive Liquorprobe auf das 14-3-3 Protein (Rudge et al.
2015).
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1.6.3.7 Variante Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung — Geschichte und Epidemiologie
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Abbildung 3: vCJD - Todeszahlen zwischen 1990 und 2018 im UK, weltweit und in der
Gesamtzahl (NCJDRSU 2017/2018)

In der Gruppe der erworbenen menschlichen Prionerkrankungen existiert seit 1996 neben
der Kuru-Krankheit und der iatrogenen Ubertragungsmoglichkeit die variante Creutzfeldt-
Jakob-Erkrankung. Nachdem 1995 von der bekannten Klinik im Rahmen der humanen Pri-
onerkrankungen abweichende klinische Verlaufe beobachtet wurden und sich in diesen Fal-
len ebenfalls eine abweichende Neuropathologie darstellte, wurden diese als eine neue Vari-
ante der CJD bezeichnet (Will et al. 1996). In den folgenden Jahren stieg die Anzahl der
vCJD-Todesfille stetig an und erreichte im Jahr 2000 ihren Héhepunkt mit 28 Toten allein
in GroBbritannien (NCJDRSU 2018), womit Grof3britannien bis heute das europiische Land
mit den meisten Todesfillen an vCJD darstellt. Im weiteren Verlauf meldeten elf weitere
Linder Todesfille - fithrend ist hier Frankreich mit 27 Toten bis zum Jahr 2017. Der Zenit
der Todesfille wurde im UK-Ausland jedoch in den Jahren 2005 und 2006 mit jeweils zehn
Toten erreicht. Insgesamt wurden bis zum Jahr 2017 weltweit 228 Todesfille durch die Va-
riante der CJD gemeldet (NCJDRSU 2017). Erfreulicherweise zeigen die Zahlen jedoch im
Verlauf der letzten Jahre einen deutlichen Riickgang mit aktuell nur einem Todesfall in Gro3-
britannien und keinem bekannten Todesfall im Ausland (siche Grafik Nr.3) (Diack et al.
2014). Die aktuelle Zahl an vCJD-Patienten in Grofibritannien wird heute mit 178 Patienten
beziffert (Knight 2017).

1.6.3.8 vCJD - Atiologie

Die zeitversetzten Hohepunkte der Todesfille in GroBbritannien und Frankreich bzw. der
anderen Linder konnten mit der Menge an Rinderproduktimporten aus Gro3britannien von
1985 bis 1995 korreliert werden (Chadeau-Hyam und Alpérovitch 2005) und der pathophy-

siologische Zusammenhang der vCJD-Entstehung durch Verzehr BSE-kontaminierter
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Rinderprodukte durch die erfolgtreiche experimentelle Ubertragung durch zentrales und pe-
ripheres Gewebe von vCJD-Patienten auf Wildtyp- und transgene Miuse bestitigt werden
(Bruce et al. 1997; Hill et al. 1997b; Ritchie et al. 2009). Sie wurde durch denselben Erreger-
stamm verursacht, der auch der BSE-Erkrankung in Rindern ursichlich war (Ward et al.
2006; Ritchie et al. 2009; Bruce et al. 1997; Hill et al. 1997) und konnte klar von der mensch-
lichen sporadischen Form der CJD (Collinge et al. 1996; Head et al. 2004b) und von der
tierischen Scrapie-Erkrankung (Stack et al. 2002) abgegrenzt werden. Neben der Atiopatho-
genese via BSE-kontaminierter Rinderprodukte wird heute die sekundire Transmission via
Blutprodukten von vCJD-Donoren diskutiert. Bis heute sind drei Fille einer durch Blutpro-
dukte hervorgerufenen vCJD-Infektionen bekannt (Urwin et al. 2016): (1) nach Erhalt einer
Bluttransfusion eines im spateren Verlauf an vC]D-erkrankten Patienten (MM-homozygot),
(2) asymptomatischer priklinischer Triger des PrP* im lymphoretikuliren Gewebe (vCJD
und MV heterozygot) nach Erhalt einer Bluttransfusion eines ebenfall priklinischen vC]D-
Patienten, der im Verlauf an der vCJD verstarb (Peden et al. 2004) sowie (3) asymptomati-
scher Patient mit postmortal detektiertem PrP* in der Milz nach Erhalt von multiplen Blut-
plasmatransfusionen bei Himophilie (Peden et al. 2010).

1.6.3.9 v(CJD - Klinik im Vergleich zur sCJD

Die an vC]D erkrankten Patienten sind in der Regel jinger als die mit iatrogener, hereditirer
oder sporadischer Prionerkrankung und zeigen frith psychische Auffilligkeiten und einen
lingeren klinischen Verlauf (ca. 14 Monate im Vergleich zur sporadischen CJD mit vier Mo-
naten). Des Weiteren klagte die Hilfte der Patienten tber schmerzhafte sensorische Symp-
tome, Chorea, Dystonie und Myoklonien. Alle entwickelten eine Ataxie, progressive De-

menz, welche in einem akinetischen Mutismus endet (Will 2001).

1.6.3.10 vCJD - Apparative und histopathologische Diagnostik im Vergleich zur sCJD

Typisch fir die vCJD sind im ZNS die sogenannten floriden Plaques, die sich durch einen
Kern aus typischen Kuru-Plaques bzw. amyloiden Plaques mit einer Corona von spongifor-
mer Verinderung auszeichnet. In héchster Konzentration findet man diese im Thalamus,
jedoch weiterhin auch im gesamten Cortex und Cerebellum. Zudem sind kleinere, plaque-
dhnliche PrP*-Ablagerungen in Form von perizelluliren Ablagerungen im gesamten Cortex
ebenfalls typisch fir die vC]D sowie lineare PrP*-Ablagerungen in den Basalganglien. Eine
definitive Diagnose der vCJD kann auch hier nur histopathologisch und mit Nachweis der
Ablagerungen des PrP*-Typ 2 aus einer Hirnbiopsie bzw. im Rahmen einer postmortalen
Autopsie gestellt werden (Hill et al. 1999b; Hill et al. 1999a). Hinweise kénnen das EEG mit
dem Fehlen der fir die sCJD typischen sharp-wave-Komplexe (Binelli et al. 2006; Diack et
al. 2014) oder die cMRT liefern. Hier zeigt sich in der FLAIR (fluid attenuated inversion
recovery) sowie in der DWI (diffusion weighted imaging) ein starkes Signal in der Pulvinar-
region des Thalamus, das sogenannte Hockey-Stick-Sign (Zeidler et al. 2000). Die fir die
sporadische CJD typische Erhohung des 14-3-3-Proteins im Liquor der Patienten trifft bei
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den vCJD-Patienten nur zur Hilfte zu (Zeidler et al. 1997). Weitere, weniger invasive diag-
nostische Moglichkeiten kénnen jedoch weiterhin in Betracht gezogen werden, z. B. der
Nachweis von PrP* in der olfaktorischen Mukosa mit Hilfe der Real-time quaking-induced
conversion (RT-QulC) (Orra et al. 2014; Bongianni et al. 2017), welcher jedoch auch bei der
sporadischen Form der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung positiv ist oder der Nachweis von
PrP* mit Hilfe einer Tonsillenbiopsie (Hill et al. 1999a), wobet sich das PrP* aus den Tons-
illen von dem im ZNS gefundenen PrP* unterscheidet (Hill et al. 1999a). Der PrP*“Nachweis
im lymphatischen Gewebe von Tonsillen und Appendizes gelang sogar bereits in einem prik-
linischen Zustand (Schreuder et al. 19906). Zusitzlich lasst sich das PrP* bei der vCJD auch
in der Retina, dem N. opticus, dem Thymus, der Nebenniere, Rektum und in der olfaktori-
schen Mukosa (Orru et al. 2014; Bongianni et al. 2017) detektieren, jedoch nicht im Herzen,
der Lunge, Pankreas, Niere, Leber oder Haut (Wadsworth et al. 2001). Desweiteren
berichteten 2014 Moda et al. von einem positiven Testergebnis mit Hilfe der PMCA im Urin
eines an vC]D erkrankten Patienten (Moda et al. 2014) und es kann vermerkt werden, dass
ebenfalls Studien mit Hilfe von Blutuntersuchungen erfolgreich durchgefihrt wurden, die
Uber eine hohe Sensitivitit und Spezifitit berichteten (Edgeworth et al. 2011; Segarra et al.
2013; Jackson et al. 2014). Aus diesen Informationen wird ersichtlich, dass bereits bei klinisch
unauffalligen Patienten, die im spiteren Verlauf an der vCJD erkranken im peripheren lym-
phatischen Gewebe bzw. in der Blutbahn die pathologische Isoform des Prionproteins vor-
handen sein kann und eine mogliche Infektionsroute auf gesunde Individuen durch sekun-
dire Ubertragung moglich ist, sodass eine frithzeitige Diagnose (Hilton et al. 1998) der Ex-
krankung einen entscheidenden Schritt in der Unterbindung der Ausbreitung der neuen Va-
riante der CJD darstellt.

1.6.3.11 Vergleich der erworbenen Prionerkrankungen in Bezug auf die PrP*-
Akkumulation im LLRS

Als Alleinstellungsmerkmal zeigt die vCJD eine deutliche Verteilung von PrP*-Ablagerungen
im peripheren lymphoretikuliren Gewebe (Hill et al. 1997a). Hier findet man das PrP* mit
Hilfe von immuhistochemischen Methoden, wie u. a. der Western-Blot-Technik in der Milz,
in den Lymphknoten (zervikal, mediastinal, paraaortal und mesenterial), in héchster Kon-
zentration in den Tonsillen (Hill et al. 1999a; Wadsworth et al. 2001) und in den Lymphfol-
likeln der Appendixwand, hier sogar noch vor Eintritt von klinischen Symptomen (Hilton et
al. 2002). Das Signal kolokalisiert hier mit den Antikérpern, die CD35 und CD21-Zellen
detektieren (Hill et al. 1999a). Eine in GroBbritannien grof3angelegte Studie innerhalb der
Geburtskohorte von 1961-1985, ergab eine PrP*-Privalenz in Appendizes von 1 von 4000
Personen, jedoch mit einem gro3en 95%-Konfidenzintervall (Hilton et al. 2004a). Eine ca.
zehn Jahre spiter, an Appendizes verschiedener Geburtskohorten durchgefithrte Studie
zeigte eine durchschnittliche Privalenz von PrP* in 493 pro einer Million Einwohner bzw.
in 1 von 2000 Personen (Gill et al. 2013). Im LRS bzw. aullerhalb des ZNS oder PNS von

Patienten mit sporadischer, iatrogener, hereditirer CJD, sowie der Kuru-Erkrankung konnte
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bislang, mit den konventionellen genannten histopathologischen und immunhistochemi-
schen Methoden kein positiver Nachweis erfolgen (Hill et al. 1999a; Hilton et al. 2004b;
Brandner et al. 2008; Collinge et al. 2008; Wadsworth et al. 2008).

1.7  Prionerkrankungen in Tieren

1.7.1 Die klassische Scrapie

1.7.1.1 Geschichte und Epidemiologie

Die ilteste, in Europa bekannte Transmissible Spongiforme Enzephalopathie ist die ,,Scra-
pie in Schafen, die bereits vor ca. 300 Jahren in Europa beschrieben wurde (McGowan
1922). Schon 1732 wurden Merinoschafe, die in England nach der Einfuhr aus Spanien be-
heimatet waren, dabei beobachtet, wie sie ein ungewohnliches Verhalten zeigten. Heute ist
die natiirlich vorkommende Erkrankung endemisch in vielen Lindern mit Schathaltung
(Parry 1962; Collinge 2001). Eine 1990 erstellte Studie gibt die Privalenz an Scrapie erkrank-
ten Schafen in Grof3britannien mit 2 von 1000 Schafen an (Morgan et al. 1990).

1.7.1.2 Klinik

Die Tiere zeigten einen verinderten, trabenden Gang, exzessives Lecken und intensives
Kratzen, was im Reiben an Ziunen resultierte und namensgebend fiir diese Prionerkrankung
»ocrapie war (Zabel und Reid 2015). Zusitzlich zeigten sie eine frihzeitige Ermudbarkeit,
eine generelle Kraftminderung bis hin zu der Unmdglichkeit sich wiederaufzurichten.
Ebenso wurden eine progrediente Ataxie, eine Beeintrichtigung des kardiovaskuliren Sys-
tems sowie Verhaltens- und Personlichkeitsverinderungen beobachtet. Diese neurodegene-
rative Erkrankung bei Schafen tritt gehduft in einem Lebensalter von zwei bis funf Jahren
auf, wobei minnliche und weibliche Tiere gleichmiaBig betroffen sind (Dickinson 1976), ver-
lauft immer chronisch, progressiv und fithrt in der Regel innerhalb von zwei Wochen bis
sechs Monaten (Dickinson 1976), maximal innerhalb einen Jahres immer zum Tod der Tiere

und so auch zur méglichen Elimination ganzer Herden (Parry 1962).

1.7.1.3 Ubertragbarkeit und Ausbreitungswege im Schaf

Schon 1936 konnte gezeigt werden, dass ,,Scrapie zwischen Schafen und auch auf andere
Spezies wie Ziegen (Cuillé und Chelle 1936) und Miuse (Chandler 1961) tbertragbar war
und somit den TSE untergeordnet werden. Aufgrund der Ubertragungsméglichkeiten auf
Miuse und auch auf Hamster (Zlotnik und Rennie 1965) konnten Tiermodelle utilisiert wet-
den, um Vergleichsstudien zwischen Scrapie und der BSE in Rindern durchzufithren (Bruce
et al. 2002). Ein mogliches zoonotisches Potential der Scrapie-Erkrankung konnte 2015
durch die Ubertragung von Scrapie auf Primaten (Makaken) gezeigt werden (Comoy et al.
2015). Innerhalb der Spezies Schaf werden, wie bei der CWD (Groschup et al. 2001) aber

jedoch im Gegensatz zu den humanen erworbenen Prionerkrankungen, sowohl horizontale
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als auch vertikale (Pattison et al. 1974) Ubertragungsmechanismen beobachtet (Begrifflich-
keiten s. Kapitel 4.3.3), wobei beziiglich der horizontalen Ubertragungsméglichkeit verschie-
dene Eintrittspforten diskutiert werden. Aufgrund der hohen Resistenz und langen Ubetle-
bensfihigkeit der Prionen auf z. B. Weideflichen oder Ziunen (Brown und Gajdusek 1991)
stellt die orale Aufnahme die primire Eintrittspforte dar. Neben diesen Quellen wird zusitz-
lich kontaminiertes Tiermehl (Nathanson et al. 1997; Pattison et al. 1974; Hadlow et al. 1982;
Andréoletti et al. 2000; van Keulen et al. 2000) diskutiert. Nach oraler Aufnahme tritt das
PrP* vor allem tiber die Mukosa des Ileums in das lymphoretikulire System (LRS) ein. Hier
kann es als erstes in den Peyerschen Plaques detektiert werden. Anschlieend akkumuliert
und repliziert sich das infektiose Agens in den mesenterialen Lymphknoten, den Tonsillen,
den lymphatischen Zellen des GALT sowie der Milz (Andréoletti et al. 2000; Kujala et al.
2011; McCulloch et al. 2011), auch wenn das Tier noch keine klinischen Symptome zeigt
(Hadlow et al. 1982; Groschup, et al. 1996; Race et al. 1998). Uber parasympathische und
sympathische Nerven des autonomen Nervensystem gelangt es in das Nervensystem (Neu-
roinvasion) und tritt dann tiber das thorakale Riickenmark in das ZNS ein und gelangt in das
Gehirn, von wo es sich wieder zentrifugal auf unterschiedliche periphere Gewebe, z. B. mus-
kulires Gewebe (Beekes und McBride 2007), Nebennieren, Pancreas, Herz, Blase, Brustdrii-
sen, Lunge, Leber und Nieren verteilt. Des Weiteren werden die orale bzw. nasale Aufnahme
via der in der Schleimhaut enthaltenen Nervenstrukturen (Brotherston et al. 1968; Dickinson
et al. 1974; Brown und Gajdusek 1991; Carp 1982; Taylor et al. 19906) diskutiert. Die Neuro-
invasion kann hierbei ohne Beteiligung des LRS erfolgen (Bartz et al. 2003).

1.7.1.4 Histopathologie und immunhistochemischer Nachweis von PrP* im peripheren
Gewebe

Neben klinischen Diagnosekriterien, wie dem Tod des Tieres unter Beobachtung, lassen sich
histopathologisch im ZNS typischerweise eine Vakuolisierung der grauen Substanz (Begara-
McGorum et al. 2000; Begara-McGorum et al. 2002) sowie immunhistochemisch verschie-
dene Ablagerungsformen des PrP*, u. a. Amyloid-Plaques (Miller et al. 1993; van Keulen et
al. 1995; Spiropoulos et al. 2007) nachweisen. Mit Hilfe immunhistochemischer Methoden,
und hier muss vor allem die sensitive PET-Blot-Methode erwihnt werden, ist es gelungen,
auch auBlerhalb des zentralen Nervensystems das PrP* zu detektieren. Zu diesen Geweben
zdhlt die Retina, die Plazenta, die Muskulatur, das olfaktorische System, das periphere Net-
vensystem in Form von peripheren Nerven und Ganglien, die Niere sowie die Haut
(Andréoletti et al. 2002; Andréoletti et al. 2004; Corona et al. 2009; Thomzig et al. 2007,
Ligios et al. 2007). Im peripheren lymphatischen Gewebe zeigen vor allem die enterischen
Nervenplexus in der Wand des Dick-und Dinndarms (van Keulen et al. 2000), das GALT,
drainierende Lymphknoten, die Milz sowie die Tonsillen punktférmige, feingranulire und
feinretikulire PrP*-Ablagerungen (Andréoletti et al. 2000). Hier kann das PrP* vor allem in
den Keimzentren der Lymphfollikel sowie in Makrophagen detektiert werden (Jeffrey et al.
2001).
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1.7.1.5 Genetik

Die Empfinglichkeit sowie die phinotypische Ausprigung werden jedoch stark durch gene-
tische Einfliisse (Moore et al. 1998) modifiziert (Belt et al. 1995; Clouscard et al. 1995). Bis-
lang sind drei Polymorphismen beschrieben, die tiber verschiedene polymorphe Allele un-
terschiedliche Genotypen hervorrufen (Belt et al. 1995). Bis heute sind mehr als 15 verschie-
dene Scrapie-Erregerstimme bekannt (Bruce et al. 1991), die sich in unterschiedlichen Para-
metern wie u. a. Suszeptibilitit, Inkubationszeit, Verteilungsmuster der histopathologischen
Verinderungen im ZNS oder Proteinase-K-Sensitivitit voneinander unterscheiden (Bruce
und Fraser 1982; Bruce et al. 1991). Seit dem Jahr 1998 ist eine atypische Variante der Scra-
pie-Erkrankung in Schafen, als atypische/Nor98-Scrapie bezeichnet (Benestad et al. 2003),

bekannt.

1.7.2  Klassische Bovine Spongiforme Enzephalopathie

1.7.2.1 Geschichte und Epidemiologie

Die ,Bovine Spongiforme Enzephalopathie’ (BSE) wurde zum ersten Mal 1986 in Grof3bri-
tannien beschrieben (Wells et al. 1987). Der Hohepunkt der BSE-Epidemie konnte in Grof3-
britannien 1993 mit einer Jahresinzidenz von rund 1% (Hoérnlimann 2001¢) vermerkt wer-
den. Seitdem sank die Inzidenz deutlich, sodass Mitte 1996 nur noch ein viertel der maxima-
len Zahl des Jahres 1993 gezihlt wurde (Nathanson et al. 1997). Insgesamt wurden zwischen
dem Jahr 1986 und 2000 176069 BSE-Fille diagnostiziert (Brown N 2000), was 97,65% aller
diagnostizierten BSE-Fille global ausmacht (Hoérnlimann 2001c). Die BSE-Erkrankung
konnte durch epidemiologische Studien auf die Zufitterung eines mit dem Scrapie-Agens
aus infizierten Schafskadavern verseuchten didtischen Proteinzusatzes (Meat and bone meal
(MBM)) bei abgestillten Kilbern ab 1980/81 zurtickgefihrt werden (Wilesmith et al. 1991;
Wilesmith et al. 1991, Wilesmith et al. 1988, Taylor 1989; Ernst und Race 1993). Diese Ent-
stehungstheorie wird auch als Scrapie-Hypothese bezeichnet (Hornlimann 2001c). Als neue
Entstehungstheorie werden die kirzlich entdeckte atypische, und wahrscheinlich genetische
oder sporadische Variante der BSE (H-BSE oder L-BSE als BASE) diskutiert, die dann den
Eintritt in die Nahrungskette fand (Capobianco et al. 2007). Die Epidemie wurde vermutlich
durch die Verfiitterung von rezykliertem BSE-kontaminiertem Fleisch an andere Tiere ver-
starkt, bevor die BSE-Erkrankung bekannt und die erkrankten Tiere klinisch auffillig wurden
(Nathanson et al. 1997). Auch in anderen europiischen Lindern wurden BSE-Fille gemeldet,
doch die Inzidenz ist im Vergleich mit Gro3britannien sehr gering (Nathanson et al. 1997)
und stieg erst an, nachdem das kontaminierte MBM importiert wurde, sodass diese Zunahme
vermutlich auch auf die gleichen, o. g. Grinde zurtickzufiihren ist (Nathanson et al. 1997).

Im Jahr 2000 wurden in GroB3britannien nur noch 1201 Fille gemeldet.
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1.7.2.2 Klinik

Bei den Rindern fallen zum einen klinische Symptome wie eine Verhaltensinderung, im
Sinne eines nervosen, dngstlichen oder selten auch aggressiven Verhaltens, eine Ataxie, Fall-
neigung, Tremor sowie eine Dysisthesie (Wilesmith et al. 1988) auf. Das Manifestationsalter
der Rinder liegt zwischen dem 3. und 5. Lebensjahr nach einer durchschnittlichen Inkubati-
onszeit von 4,5 Jahren (Hornlimann 2001c). Der Verlauf der Erkrankung erstreckt sich iiber
Wochen bis Monate mit progredienten Symptomen, was zur T6tung der Tiere innerhalb von

wenigen Monaten fihrt (Wilesmith et al. 1988).

1.7.2.3 Histopathologie und immunhistochemischer Nachweis von PrP*im peripheren
Gewebe

Fir die TSE typisch lisst sich auch hier die spongiése Degeneration (s. Kapitel 1.6.1) (Wells
et al. 1987) histopathologisch detektieren. Immunhistochemisch lassen sich unterschiedliche
feine Ablagerungsmuster des PrP*, z. B. glial, granulir, linear, intraneuronal, perineuronal,
intraglial oder verschmelzend, detektieren. Typischerweise findet man auch hier, wie in der
Scrapie-Erkrankung die plaqueartigen PrP*-Ablagerungen (Corona et al. 2017). Als erstes
muss festgestellt werden, dass der PrP*-Nachweis zwischen experimentell und natirlich in-
fizierten Tieren variiert (Terry et al. 2003; Iwata et al. 20006). In natirlich erkrankten Tieren
gelingt der Nachweis mit Methoden wie der Immunhistochemie, dem Western-Blot oder
PMCA im peripheren Nervensystem im Plexus myentericus des distalen Ileums (Iwata et al.
2000), in peripheren Nerven (Masujin et al. 2007), der Nebenniere (Iwata et al. 2006; Masujin
et al. 2007), in den Peyerschen Plaques des distalen Ileums, die als Eintrittspforte diskutiert
werden sowie in den Tonsillen (Wells et al. 2005; Iwata et al. 2006; Espinosa et al. 2007) und
unterscheidet sich diesbeztglich durch einen geringeren Nachweis von PrP*-Ablagerungen
von Scrapie-Schafen sowie von vCJD-Patienten. Auch die nasale Mukosa wird verdichtigt,
das PrP* aufzuweisen (Balkema-Buschmann et al. 2011). In experimentell infizierten Scha-
fen, Hamstern und Miusen gelingt zusitzlich zu den oben genannten Geweben der Nach-
weis in der Muskulatur, der Retina und in der Milz (Lezmi et al. 2006a). Im lymphatischen
Gewebe wird das PrP* vornehmlich in den Keimzentren der Lymphfollikel, in den FDCs
und in den Makrophagen detektiert.

1.7.2.4 Ubertragbarkeit

Im Vergleich zu anderen tierischen Prionerkrankungen, wie der Scrapie und der CWD (s.
Kapitel 1.7.1.3) ist bislang nur der orale und somit horizontale Infektionsweg gesichert. Wei-
tere horizontale und auch vertikale Ubertragungsmechanismen werden jedoch aktuell disku-
tiert (Foster 2004; Jeffrey et al. 2015). Weiterhin scheinen, im Gegensatz zu anderen tieri-
schen und menschlichen Prionerkrankungen, keine genetischen Faktoren zu existieren, die
die BSE-Empfindlichkeit, wie bei der Scrapie bzw. den humanen Prionerkrankungen erhé-
hen (Wijeratne und Curnow 1990; Donnelly et al. 1997). 1988 konnte zum ersten Mal die

BSE auf eine andere Spezies, Mause, experimentell iibertragen werden (Fraser et al. 1988).
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Ubertragung des BSE-Agens die feline spon-
giforme Enzephalopathie verursachte (Fraser et al. 1994; Collinge et al. 1996), in Huftier und
anderen Sdugetieren eine TSE ausloste (Sigurdson und Miller 2003) und ursachlich fir die
vCJD ist (Will et al. 1996) (s. Kapitel 1.6.3.8). In der jeweiligen neuen Wirtsspezies zeigt sich
bei dhnlicher Neuropathologie und dhnlichem PrP*-Typ (Bruce et al. 1997) eine differie-
rende Ablagerung von PrP* in peripheren Geweben (s. Kapitel 1.7.2.3, 1.6.3.10).

1.7.2.5 Ausbreitungswege

Das Wissen iiber die Ausbreitungs- und Ubertragungsmechanismen nach oraler Aufnahme
entstammt aufgrund der epidemiologischen und phinotypischen Eigenschaften der BSE-
Erkrankung vornehmlich experimentellen Erkenntnissen (Corona et al. 2017). Hier zeigt sich
ein Scrapie- und vCJD-dhnlicher Verlauf mit Akkumulation und Replikation im LRS tber
M-Zellen, Peyerschen Plaques im distalen Ileum und Jejunum (GALT), in follikuliren dend-
ritischen Zellen und Makrophagen, Akkumulation in den Tonsillen (Terry et al. 2003;
Hoffmann et al. 2011) und schlief3lich die Neuroinvasion tber das enterische (mesenterialer
und coeliacaler Ganglienkomplex, Nn. Splanchnici), sympathische (lumbales/thorakales Ru-
ckenmark) und parasympathische (N. vagus) Nervensystem. Zentrifugal breitet sich das PrP*™
nach Replikation im ZNS iiber das periphere Nervensystem (z. B. hintere spinale Nerven-

wurzel und den N. ischiadicus) retrograd aus (Hoffmann et al. 2007).

1.7.2.6 Erregerstimme

Die Ubertragung der BSE auf verschiedene Spezies fiihrte nach experimentellem Beweis
durch Mausmodelle zu der Vermutung, dass die BSE, im Gegensatz zur Scrapie und huma-
nen Prionerkrankungen (Bruce et al. 2002), nur durch einen Erregerstamm ausgelost wird
(Bruce et al. 1994). Das fiir den BSE-Erregerstamm charakterisierende PrP* ist der Typ-2
mit stark diglykosyliertem Anteil, welcher sich auch in der vCJD findet (Hill et al. 1997b).

1.8  Ausbreitungswege nach sekundirem Kontakt mit humanen
Prionerkrankungen auf Grundlage verschiedener Scrapie-Maus-
Modelle

1.8.1 Sekundire Ubertragungsmoglichkeiten und Eintrittspforten

Eine sekundire Ubertragung ist bislang durch eine iatrogene Infektion (zentral oder peri-
pher) (s. Kapitel 1.6.3.4 — 1.6.3.6), eine orale PrP*-Aufnahme (Bruce et al. 1997; Hill et al.
1997; Ward et al. 2000; Ritchie et al. 2009) oder durch Blut- und Plasmatransfusionen von
vCJD-Patienten beschrieben worden (Urwin et al. 2016). Als weitere méogliche Infektions-
wege werden der transdermale und konjunktivale Weg (z. B. im Rahmen der Kuru-Epidemie)
diskutiert. Das infektiose Gewebe muss kein zentralnervoses Gewebe sein, sondern ist sehr

divers und umfasst auch das lymphatisches Gewebe, Haut und Kérperflissigkeiten wie
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Speichel (Beekes und McBride 2007). Eine erfolgreiche Neuroinvasion kann entweder tiber
die Akkumulation und Replikation im LRS fihren (Beekes und McBride 2007; Marin-
Moreno et al. 2017) oder direkt, ohne die Beteiligung des LRS (Baldauf et al. 1997; Beekes
und McBride 2007).

1.8.2 Von der oralen PrP**-Aufnahme bis zur Neuroinvasion

1.8.2.1 PrP*-Akkumulation und Replikation im lymphatisch-retikuldren System (LRS)

Schon wenige Wochen nach peripherem Kontakt mit dem pathologischen Prionprotein
misst man in den sekundiren lymphatischen Organen (SLOs), wie in der Milz,
Lymphknoten, MALT, Appendix und in den Tonsillen hohe Konzentrationen der
pathologischen Isoform, die schnell ein Plateau erreichen, welches tber die gesamte
Krankheitsdauer hinaus bestehen bleiben kann (Mabbott et al. 2000; Brown KL et al. 1999).
Ein Beispiel aus dem Bereich der tierischen Prionerkrankungen, der Chronic Wasting
Disease zeigt, dass bereits nach einem bis zwei Monaten nach Prionexposition erste PrP*-
Konzentrationen im oropharyngealen lymphatischen Gewebe detektiert werden kénnen und
sich das PrP* nach drei Monaten systemisch in jedem lymphatischen Gewebe ausgebreitet
hat. Nach vier Monaten erreicht das PrP* eine Konzentration, die normalerweise bei terminal
erkrankten Tieren im lymphatischen Gewebe gefunden wurde, jedoch ohne, dass das Tier
eine klinische Symptomatik zeigt (Hoover et al. 2017). Zu den sekundiren lymphatischen
Organen des Magen-Darm-Traktes gehoren u.a. - als Teil des GALT - die Peyerschen
Plaques sowie die isolierten Lymphfollikel, die aus einem Keimzentrum mit spezifischen B-
Zellen und einem Netzwerk aus FDC bestehen (Glaysher und Mabbott 2007). Hier kann
man schon wenige Tage nach der Prioninfektion das PrP* in follikuldren dendritischen Zel-
len detektieren (Kujala et al. 2011; Donaldson et al. 2015; Prinz et al. 2003). Um in dieses
lymphatische Gewebe aus dem Darmlumen zu gelangen, muss das PrP* das tber tight-junc-
tions verbundene, aus Epithelzellen bestehende einschichtige Follikel-assoziierte Epithel in-
takt und in fur eine Infektion ausreichender Menge tiberwinden (Mabbott 2012). In diesem
FAE finden sich die sogenannten transzytotischen M-Zellen (Microfold-Cells) (Mabbott
2012), die in ihrer physiologischen Funktion Antigene aus dem Darmlumen aufnehmen,
diese transepithelial transportieren und dann dem Immunsystem tber die Weitergabe an an-
tigenprisentierende Zellen (APC) prisentieren, und so, wenn nétig, eine Immunreaktion ini-
tileren kénnen (Knoop et al. 2009). Fir die intestinale Aufnahme des PrP* zeigt sich, dass
vor allem die Peyerschen Plaques im Dinndarm entscheidend fir die Aufnahme des PrP*
aus dem Darmlumen sind (Donaldson et al. 2015). Zwei mogliche Wege werden aktuell dis-
kutiert, wie das PrP* aus dem Darmlumen in das GALT gelangen konnte, und es wird spe-
kuliert, dass diese unterschiedlichen Méglichkeiten auch zwei unterschiedliche Immunreak-
tionen des Organismus hervorrufen konnen (Mabbott 2012). Der Erste fihrt das PrP* - wie
linger angenommen - iber die o. g. M-Zellen im FAE, dann a) zur basolateralen Membran

nahe des subepithelialen Doms, wo sie in Kontakt mit den FDC treten, in denen sie sich fir
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eine erfolgreiche Neuroinvasion ungestort replizieren kénnen, oder b) nach Kontakt der M-
Zellen mit den FDC iiber diese mobilen FDC in die B-Zell-Follikel im GALT bzw. weiter
u.a. via B-Zellen in die mesenterialen Lymphknoten (Banchereau et al. 2000; Liu et al. 2001)
zur Prisentation der Antigene an die T- und B-Zellen (Delamarre et al. 2005; Bergtold et al.
2005) oder c) tiber sogenannte TNTSs (tunnelling nanotubes) (Gousset et al. 2009) - die sich
an der Kontaktstelle der Dendriten der MNPs zu den M-Zellen im Bereich der basolateralen
Membran ebendieser befinden und hier fast eins zu eins verschaltet sind (Wang et al. 2011)
- zu Lymphozyten und/oder mononukledren Phagozyten (MNP = Makrophagen und klas-
sische dendritische Zellen (DC)), wo sie weiter prozessiert werden (Neutra et al. 1996). Der
zweite, von den M-Zellen unabhingige Weg fihrt iiber die im FAE-angesiedelten Enterozy-
ten, die dann im subepithelialen Bereich eher mit MNP-dhnlichen Makrophagen in Kontakt
treten, was folglich zur Phagozytose des PrP*, zu dessen Zerstorung und konsekutiv zu einer
Verzogerung einer erfolgreichen Neuroinvasion fihrt (Carp und Callahan 1982; Maignien et
al. 2005; Kujala et al. 2011; Mabbott 2012). Eine entscheidende Eigenschaft der FDC im
Rahmen des erstgenannten Ausbreitungsweges ist, dass sie die Antigene unprozessiert und
somit funktionsfihig internalisieren (Wykes et al. 1998; Macpherson und Uhr 2004) und auch
als ein Reservoir fir Komplementopsonierte prionhaltige Proteinkomplexe fungieren kon-
nen (Klein et al. 2001; Mabbott 2012). So agieren sie als eine Art ”Trojanisches Pferd” (Bee-
kes und McBride 2007), in dem sich das PrP* ungestort replizieren und akkumulieren kann.
Diese Replikation ist ein entscheidender Schritt beziiglich einer effizienten Neuroinvasion
des PrP* (Mabbott et al. 2003; Prinz et al. 2003; McCulloch et al. 2011). Eine Akkumulation
des PrP* lisst sich jedoch nur auf der Zelloberfliche im Bereich der Dendriten nachweisen,
was zu der Annahme fuhrt, dass die Akkumulation sowie die de-novo-Konversion der pa-
thologischen Isoform hier stattfindet, was durch die Zunahme der Densitit im Bereich der
Dendriten bei Fortschreiten der Erkrankung bestitigt wird (Kujala et al. 2011; Mabbott
2012). Eine erfolgreiche Neuroinvasion modulierende Faktoren beztiglich der FCD stellen
der tumor necrosis factor receptor 1 (INFR1) und lymphotoxin beta receptor (LTbetaR)
dar. Vor allem der LTbetaR-Faktor induziert die Differenzierung von hochendothelialen
Venolen, tiber die vermutlich das pathologische Prionprotein aus dem Lymphknoten in die
Blutbahn gelangen kann (Mabbott et al. 2003; Beekes und McBride 2007; O’Connor und
Aguzzi 2013). Noch bevor das infektiose Agens vom GALT dann das enterische Nerven-
system erreicht, kann ein positives Signal in der Milz detektiert werden (van Keulen et al.
2002). Es ist sogar moglich, dass eine maximale Konzentration des PrP* in der Milz eines
klinisch unauffilligen Patienten Giber Jahrzehnte hinweg bestehen bleibt, obwohl dieses PrP*
bei Ubertragung auf gesunde Individuen zu 100% in einem tédlichen Verlauf der vCJD endet
(Béringue et al. 2008). Jedoch muss angemerkt werden, dass eine Splenektomie bei mit CJD
intragastral infizierten Mausen keinen Effekt auf die Inkubationszeit zeigte (Mohri et al. 1987
Beekes und McBride 2007), sodass die Rolle der Milz weiterhin beziiglich des Prozesses der
Neuroinvasion nach oraler Infektion untersucht werden muss (Beekes und McBride 2007).

Doch wie das PrP* dann von den SLO in das ZNS gelangt, ist nach wie vor unklar. Es wird
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angenommen, dass dieser Eintritt in das ZNS tber das Riickenmark bzw. den N. vagus
(Baldauf et al. 1998) entlang von sympathischen und parasymphatischen Nervenfasern aus-
gehend vom enterischen Nervensystem geschieht (Kimberlin und Walker 1979; McBride und
Beekes 1999; Kujala et al. 2011).

1.9 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Detektion von PrP*-Ablagerungen in postmortal
gewonnenem, humanem, lymphatischem Gewebe von Patienten, die an der sporadischen
Form der CJD verstorben waren. Diese Untersuchung wurde vor dem Hintergrund des po-
sitiven Nachweises von PrP*-Ablagerungen bei der varianten Form der Creutzfeldt-Jakob-
Erkrankung (vCJD) in peripherem lymphatischem Gewebe durchgefihrt, dessen Nachweis
pramortal genutzt werden kann, um stille Triger der vC]D frithzeitig zu diagnostizieren. Bis-
lang konnte mit herkémmlichen Methoden, wie dem Western-Blot oder der Immunhisto-
chemie kein Nachweis von PrP*-Ablagerungen in den o. g. Gewebe erbracht werden (Hill
et al. 1999a). Doch wiesen diese angewandten Methoden eine ausreichende Sensitivitit auf,
um die erbrachten negativen Ergebnisse sicher als negativ werten zu konnen? War die De-
tektionsschwelle der genannten Methoden gering genug? Die zurzeit sensitivste Methode
zum Nachweis von abgelagerten Proteinaggregaten ist die PET-Blot-Methode (Schulz-
Schaeffer et al. 2000b), mit der jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt noch keine systematische
Analyse des humanen, peripheren lymphatischen Gewebes auf PrP*-Ablagerungen erfolgt
ist. Somit ist die Annahme nach Durchfthrung der anderen, weniger sensitiven Methoden,
dass das periphere, lymphatische Gewebe bei der sCJD frei von PrP*-Ablagerungen ist, nur
eingeschrinkt verifiziert und nicht ausreichend gesichert, insbesondere vor dem Hinter-
grund moglicher positiver Nachweise von PrP* im Blutplasma von Patienten, die nachweis-
lich an der sporadischen Form der CJD erkrankt sind (Douet et al. 2014). Diesbeziiglich
inkludierte ich in unsere Studie auch die Untersuchung von Kruor von sCJD-Patienten. Um
einen moglichst validen diagnostischen Test zur Friherkennung der vCJD bei klinisch noch
asymptomatischen Patienten entwickeln zu kénnen, muss gewihrleistet sein, dass ein positi-
ves Testergebnis tatsichlich nur fir die vCJD spricht und andere Prionerkrankungen, vor
allem die sporadische CJD aber auch hereditire Prionerkrankungen (FFI, GSS) und die iat-
rogene Form der CJD sowie andere neurodegenerative Erkrankungen wie die Alzheimer-
oder Parkinson-Erkrankung, als negatives Testergebnis gewertet werden kénnen. Ebenfalls
koénnen mit einem moglichen diagnostischen Testverfahren tiber die Analyse des peripheren
lymphatischen Gewebes, z.B. via einer Tonsillenbiopsie, wichtige epidemiologische Fakten
erhoben werden, z. B. die Privalenz sowie die Inzidenz der vC]JD innerhalb eines Landes.
Um dieses Ziel erreichen zu kénnen, muss jedoch vorerst sichergestellt werden, dass andere
o.g. Prion- und neurodegenerative Erkrankungen, keine PrP*-Ablagerungen im peripheren,
lymphatischen Gewebe aufweisen bzw. nicht mit den heute moglichen laborchemischen Me-
thoden detektierbar sind. Ziel der hier vorgestellten Studie war es somit im peripheren, lym-

phatischen Gewebe an sCJD-verstorbener Patienten und in anderen Geweben, in denen
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vormals bei an vC]D-verstorbenen Patienten PrP*-Ablagerungen detektiert wurden (z.B. La-
mina propria der Riechschleimhaut, Blut, lymphatisches Gewebe), mittels der aktuell sensi-
tivsten PET-Blot-Methode PrP*-Ablagerungen zu detektieren. Ein negatives Ergebnis legt
nahe, dass mit den heute vorhandenen laborchemischen Methoden, kein PrP**-Nachweis in
peripherem, lymphatischem Gewebe bei sCJD-Patienten erbracht werden kann, sondern nur
in entsprechendem Gewebe von vCJD-Patienten, was auch beziiglich der verschiedenen dis-
kutierten Ausbreitungsmechanismen in humanen Prionerkrankungen eine entscheidende Ex-

kenntnis darstellt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Gewebeproben

2.1.1.1 Sporadische CJD-Fille

Die hier verwendeten Gewebeproben von 18 sporadischen CJD-Fillen entstammten dan-
kenswerterweise der Gewebebank der Abteilung fiir Neuropathologie der Universititsmedi-
zin Gottingen (Institut fiir Neuropathologie, Universititsmedizin Goéttingen, Robert-Koch-
Stra3e 40 (UBFT-Gebdude), 37099 Gottingen). Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde
in Paraffin eingebettetes peripheres Gewebe verwendet, welches im Rahmen von Sektionen
in den Jahren zwischen 2011 bis 2014 gewonnen und fir die histologische Aufarbeitung
eingebettet werden konnte, sodass der Erwerb des sCJD-Probenmaterials inklusive ihrer ana-
tomischen und histologischen Priparation von Mitarbeitern dieser o. g. Abteilung durchge-
tihrt wurde und ich dieses ab 2015 freundlicherweise fiir diese Arbeit nutzen durfte. Letzlich
konnten nur Gewebeproben von 17 sCJD-Fillen verwendet werden, da bei Fall-Nr. elf ein
Fehler im Rahmen des Einbettungsvorgangs das Gewebe pords werden und sich dieses kon-
sekutiv nicht mehr adiquat mit dem Mikrotom schneiden lie. Den Uberblick iiber die ver-
wendeten peripheren Gewebe, ihre Anzahl (n=x zeigt die insgesamt fir die Auswertung ver-
wendete Gesamtanzahl; (x) zeigt die Anzahl inkl. des o. g. fehlerhaften Gewebes) sowie ihre
Zuordnung zum jeweiligen Geno- und Priontyp zeigt die Tabelle 1. Einen Uberblick tiber
die Anzahl, den 129M/V-Polymorphismus des PRNP-Gens sowie tiber den Priontyp detr
hier verwendeten Gewebe zeigt die Tabelle 2. Die Diagnose, der Priontyp und Genotyp wur-
den fiir jeden hier verwendeten sCJD-Fall als erhaltene Fremddienstleistung in der o. g. Ab-

teilung ermittelt.
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Tabelle 1: Auflistung und Anzahl der verwendeten sCJD-Fille (inkl. des 129M/V-Polymor-

phismus des PRNP-Gens und Priontyps), deren in Paraffin-eingebettetes Gewebe verwendet

wurde.
-+
3
g 3
g g 3 2 |, o
& ¥ S e o 2 0
< ) - g = =) &
g g | £ s | = TE gl o |8 |2 H = g | g |8
=2 |E|g|g|&|3 |2 =R NI BN - b
0 B ) o = =
Slé |l |lel«|lo|S|lo|d|d|laezg| x| & |z |&
1 |MV |2 [1 |- - 4 |1 |- § - : Sl |- _ 1
2 MM |1 2 - 1 1 1 1 - - - - - _ _ _
3 MM |1 3 - - 1 1 - - - - 1 1 - -
4 MM |1 4 1 - 7 2 1 1 - 3 1 1 - - -
5 MM |1 4 - 1 3 1 1 - - 1 - 1 1 - -
6 MM |1 4 1 1 - 1 1 1 - - - - - _ _
7 \AY 2 8 1 - 2 1 1 1 - - - 1 2 - -
8 MM |1 5 2 1 2 1 1 1 - - - 1 1 - -
9 \AY 2 1 1 - - 1 1 - - - - 1 - _ _
10 MV | 2 3 1 1 4 1 1 1 - 1 - 1 - - -
11 | Vv |2 5 1 1 2 1 1 1 - - - 1 11 1 -]
12 MM | - 2 1 1 4 1 1 1 - - - - - _ _
13 MV | 2 3 1 1 4 1 1 1 - - - 1 1 - -
14 VvV | 2 4 1 1 2 1 1 1 - - - - - _ _
15 MM |1 2 1 - 2 1 1 1 - - - - - _ _
16 MV | 2 2 1 1 1 1 1 12 - - - - - _ _
17 MM | 1 1 - - 1 - 1 1 - - - - - _ _
18 MM |1 3 - 1 2 1 1 1 1 1 - - - _ _
- cl@|laole & | & |« .
g ) N = N = N h [S) —~
] N S S N L = a = =
] wn — — < O N O S —
o 1l Il 1l 1 I I I I I Il I I I 1l
&) = o = = Z Z Z = = = = =

+ Fall-Nr. 18: Jejunum 1/2, Tleum 1/2; 17: term. Ileum 1/1; 16: term. Tleum 1/1; 15: Duodenum 1/2, term. Ileum 1/2; 14: Duodenum 1/2, term. Tleum 1/2;
13: Duodenum 1/4, Jejunum 1/4, term. Ileum 1/4, Kolon 1/4; 12: Magen 1/4, Duodenum 1/4, term. Ileum 1/4, Rektum 1/4; [11]; 10: Duodenum 1/4,
Ileum 2/4, Kolon 1/4, 8: Ileum 2/2; 7: Darm, nicht niher bezeichnet 2/2; 5: Magen 1/3, Duodenum 1/3, Tleum 1/3; 4: Osophagus 1/7, Magen 2/7; term.
Tleum 2/7, Rektum 2/7; 3: Magen 1/3, Duodenum 1/3, term. Ileum 1/3; 2: term. Ileum 1/1; 1: Magen 1/4, Duodenum 1/4, Jejunum 1/4, Ileum 1/4

f + Concha nasalis n=1: Fall-Nr.: 8, 9 und 10 }F Fall-Nr. 10: N. vagus links; Fall-Nr. 18: N. ischiadicus

! (GL. submandibulatis)

2 (+ vendser Thrombus n =1)
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Tabelle 2: Anzahl, Genotyp (M/V-Polymorphismus an Codon 129 des PRNP-Gens) und
Priontyp der hier verwendeten sCJD-Gewebetypen

129M/V-Polymorphismus des PRNP-Gens Priontyp Anzahl n
MM 1 8

MM 2 0

MM X 1

MV 1 0

MV 2 4

\A% 1 0

\A% 2 4(5)

2.1.1.2 Humane Gewebeproben als Negativkontrollkollektiv

Die hier verwendeten sechs Gewebeproben erhielt ich ebenfalls dankenswerterweise aus der
Gewebebank der Abteilung fiir Neuropathologie der Universititsmedizin Gottingen (Institut
fiir Neuropathologie, Universititsmedizin Gottingen, Robert-Koch-Strafle 40 (UBFT-Ge-
biude), 37099 Goéttingen). Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde in Paraffin einge-
bettetes peripheres Gewebe verwendet, welches im Rahmen von Sektionen in den Jahren
zwischen 2011 bis 2013 gewonnen und fiir die histologische Aufarbeitung eingebettet wer-
den konnte. Die gestellte und hier angegebene Diagnose der Patienten, deren Gewebe hier
verwendet wurde, der angegebene Polymorphismus an Codon 129 des PRNP-Gens sowie
die vorangestellte anatomische und histologische Priparation erhielt ich somit freundlicher-
weise als Fremddienstleistung aus der o. g. Abteilung. Finen Uberblick iiber die Diagnose,

den Genotyp und die Anzahl sowie den Typ des verwendeten Gewebes gibt die Tabelle 3.
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Tabelle 3: Uberblick iiber Diagnose (AD; iCJD; Entz. = entziindliche ZNS-Erkrankung;
FTD, DLB), Genotyp (M/V-Polymorphismus an Codon 129 des PRNP-Gens) und Anzahl

der Gewebearten (LK=Lymphknoten) der verwendeten humanen Negativkontrollfille
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2 |AD MV |1 |1 |1 |4 |1 |- 1] |- T T
3 ligp (MM |2 |1 |- |6 |1 |- o e e |-
4 |Bowz |- |2 |- |- |2 |- |1 S I P R
5 |Fm [Mv |5 |1 |- |5 |2 |1 1] |- A T P
6 |DLB |[MV |6 |1 |- |3 |- |1 - A T P

tFall-Nr. 1: Magen 1/6, Duodenum 1/6, Jejunum 1/6, Ileum 1/6, Kolon 1/6, Rektum 1/6; 2: Duodenum 2/4, distales Ileum 2/4; 3: Osophagus 1/6, Magen
1/6, Duodenum 1/6, Jejunum 1/6, Ileum 1/6, Rektum 1/6; 4: Magen 1/5, Duodenum 2/5, terminales Ileum 2/5; 5: Magen 1/3, terminales Ileum 1/3, Kolon
1/3; 6: unbekannt (Darm) 1 + Concha nasalis n=1: Fall-Nr.: 4, 5 und 6 11 Fall-Nr. 3: N. brachialis; Fall-Nr. 6: N. radialis

2.1.1.3 Klassische Scrapie-Gewebeproben als Positivkontrollkollektiv

Die hier verwendeten Positivkontrollgewebe entstammen dem lymphatischen System von
Schafen, die an der klassischen Form der Scrapie erkrankt waren. Ich erhielt das Gewebe auf
Nitrozellulosemembranen bereits, nach publiziertem Protokoll auf Grundlage der PET-Blot-
Methode zwischen 2007 und 2011 gefirbt (oviner PrP-Primarantikérper P4, monoklonal,
Epitop 89—-104 (Hardt et al. 2000); verwendete Verdinnung: 1:5000), dankenswerterweise
als Fremddienstleistung von Dr. med. vet. Wiebke Wemheuer (Institut fiir Neuropathologie,
Universititsklinikum des Saatlandes, 66421 Homburg/Saar) (Wembheuer et al. 20092; Wem-
heuer et al. 2009b). Somit stellen die hier genannten Gewebetypen inklusive ihrer anatomi-
schen und histologischen Priparation, der o. g. PET-Blot-Firbung sowie die Bestimmung
ithrer Geno- und Priontypen einen grof3en Teil der fiir diese Arbeit erhaltenen Fremddienst-

leistungen dar. Einen Uberblick iiber die verwendeten Gewebe, die Fallnummer, das Ge-

schlecht sowie den Genotyp gibt die Tabelle 4.
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Tabelle 4: Uberblick tiber Anzahl, Genotyp, Geschlecht und Gewebetypen, der hier ver-

wendeten klassischen Scrapie-Gewebe

Fallnummer Genotyp/Geschlecht Lymph- | Milz Appen- GALTY | Ton-

knoten dix/term. sille
Ileum

1 ARQ/VRQ/minnlich 1 1 1 2 1

2 ARQ/ARQ/weiblich 2 1 1 2 1

3 ARQ/ARQ/minnlich 1 1 1 1 -

4 ARQ/ARQ/weiblich 2 1 1 1 1

5 ARQ/ARQ/weiblich 1 - - - 1

Gesamt n=7 n=4 n=4 n=6 n=4

1 Fall-Nr. 1: Duodenum 1/2, Kolon ascendens 1/2; 2: Duodenum 1/2, Kolon 1/2; 3: Kolon; 4: Kolon ascendens 1/1.

2.1.2 Verwendete Substanzen

Die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen und ihre Herkunft zeigt die folgende Tabelle 5

Tabelle 5: Verwendete Substanzen und ihre Herkunft

Substanz

Hersteller

Aceton

Baker, Deventer, Niederlande

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC-

Stamml6sung)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Aquatex

Merck, Darmstadt, Deutschland

Brij 35

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP)

Roche, Mannheim, Deutschland

Calciumchlorid (CaCl2)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Caseinblock Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland
Collagenase A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland




2 Material und Methoden

36

Substanz Hersteller

Depex Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Dimethylformamid Fluka, Steinheim, Deutschland

Eisessig Merck, Darmstadt, Deutschland

Hisessig (Losung A) Carl Roth GmbH&Co.KG, Katlsruhe, Deutsch-
land

Eosin G Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Extravidin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Guanidinthiocyanat (GdnSCN)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Katlsruhe, Deutsch-
land

Himalaun nach Mayer

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol

Chemie-Vertrieb Hannover, Hannover, Deutsch-
land

Magnesiumchlorid (MgCl2)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Natriumacetat-Trihydrat (Losung B)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natronlauge

Merck, Darmstadt, Deutschland

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

Paraplast

McCormick Scientific/ Leica Microsystems Inc, Il-
linois, USA

Phosphate buffered Saline (PBS)

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Protease Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland
Proteinase K (PK) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Salzsdure (HCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Substanz

Hersteller

Streptavidin-Peroxidase (POX)

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Tris

land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, Deutsch-

Tris-Hydrochlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tween 20

land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, Deutsch-

Wasserstoffperoxid (H202)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Xylol

Baker, Deventer, Niederlande

2.1.3 Verwendete Gerite und Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate und Materialien inklusive ihres Modelltyps und ihrer

Herkunft zeigt die folgende Tabelle 6.

Tabelle 6: Verwendete(s) Gerite/Material inkl. Hersteller

Gerite /Material Hersteller Modell
Analysenwaage Sartorius, Géttingen, Deutschland A200S
Ausgie3station Medite, Burdotf, Deutschland TES Valida
Deckglischen G. Menzel, Braunschweig, Deutsch-
land
Einbettautomat Thermo Scientific, Waltham, USA Shandon Citadel
2000
Filterpapier GE Healthcare UK Limited, Buck- Folded Filters
inghamshire, UK 5951/2
Gefrierschrank Liebhert, Kitchdotf a.d. Iller, Premium
Deutschland
Gefrierschrank Sanyo Electric Co. Ltd., Moriguchi, Ultra Low -80°C
Japan
Kiihlplatte Medite, Burdorf, Deutschland COP 30
Auflichtmikroskop mit und ohne ex- | Olympus, Tokyo, Japan SZ-PT
terne Lichtquelle (Auswertung) BX41
Externe Lichtquelle d. Auflichtmik- | Olympus, Europe Highlight 3100
roskops Olympus SZ-PT
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Gerite /Material Hersteller Modell
Mikroskop zur Fotodokumentation | Olympus, Tokyo, Japan BX51M
Durchlichtmikroskop Olympus, Tokyo, Japan BX40
Mikrotom Leica Microsystems, Nussloch,
Deutschland

Mikrotomklingen Feather Razor, Osaka, Japan A35

Mikrowelle Bauknecht, Schorndorf, Deutschland | 750 Watt

Nitrozellulosemembran BioRad Laboratories, Hercules, USA | 0,45 um Poren-

grof3e

Objekttriger G. Menzel, Braunschweig, Deutsch- | Superfrost Plus
land

Objekttriger Waldemar Knittel Glasbearbeitungs- | Objekttriger ge-
GmbH, Bielefeld, Deutschland schnitten

Prizisionswaage Sartorius, Gottingen, Deutschland

Schwenktisch Heidolph Instruments GmbH&Co. Duomax 1030
KG, Schwalbach, Deutschland

Trennpapier BioRad Laboratories, Hercules, USA

Warmeplatte Thermo Scientific, Waltham, USA 31200061

Wirmeschrank Thermo Electron LED GmbH, Heratherm
Langenshold, DE OGHG60-S

Zelluloseeinlage TEMCA GmbH, Pdlzig, Deutsch- Profix Vispo
land Art.Nr. 066533

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Rezepte fiir die PET-Blot-Methode sowie fiir den

immunhistochemischen Nachweis

Die im Folgenden in der Tabelle 7 angegebenen Rezepte werden fiir die Gewebefixierung,
die HE-Ubersichtsfirbung, die PET-Blot-Methode sowie fiir die Immunhistochemie bené-

tigt und werden im jeweiligen Methodenkapitel bei ihrer Verwendung angegeben.
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Tabelle 7: Allgemeine Rezepte

Losung

Rezept

Formaldehyd zur Gewebefi-

xierung

4% Formalin = 5000 ml 37% Formalin + Puffer (440 g NaCl +
120 g Na2HPO4 + 13,5 ¢ K2HPO4 + 2000 ml Aqua dest.) mi-
schen; auffillen auf 50 1 mit Aqua dest.

Paraformaldehyd (PAF) zur

Gewebefixierung

4% PFA = 160 ¢ PFA + 9,6 ¢ PBS + 1000 ml Wasser; unter Rih-

ren erhitzen, bis Losung klar, pH 7.4 einstellen

PK-Verdaupuffer

10 mM TrisHCI pH 7,8 + 100 mM NaCl + 0,1% Brij 35 + 50 mM
CaClI2 + 50 mM MgCl2 (mit Aqua bidest auf gewiinschte Menge
auffillen)

,»Itis buffered saline “(TBS)
als Puffer

10 mM TrisHCI + 100 mM NaCl; pH 7,8

. Iris buffered
Tween (TBST) als Puffer

saline +

10 mM TrisHCI pH 7,8 + 100 mM NaCl +0,05% Tween 20

,Phosphate buffered saline
“(PBS) als Puffer

9,6 ¢ PBS mit 1000 ml Aqua dest. auffillen und schiitteln, bis die

Salze gel6st sind

Natrium-Tris-Magnesium-
Puffer NTM)

100 mM TrisHCI pH 9,5 + 100 mM NaCl + 50 mM MgCl, (+

nicht-entmineralisiertes Wasser, auf gewlnschte Menge auffillen).

Casein 0,2% als unspezifi-

scher Proteinblock

2 g I-Block auf 1000 ml PBS (riihren), dann 1-2 Min. in Mikrowelle
bei 50°C (Stufe 4; nicht kochen), zum Lésen rithren, herunterkiih-
len, dann + 1 ml 100% Tween 20

PET-Blot-Firbelosung

45 ul NBT (75 mg/ml NBT in 70% DMFA) + 33 ul BCIP (50
mg/ml BCIP in 100% DMFA) + 10 ml NTM

AEC-Chromogen

Stammlésung: 2 g 3-Amino-9-Ethylcarbazol in 500 ml DMFA 16-

sen, dunkel verwahren.

Gebrauchslésung: 4 ml AEC-Stammldsung + 56 ml 0,1 M Acetat-
puffer (pH 5,2); dann 2x Filtrieren; Zugabe von 20 ul 30% H202

0,5 M EDTA-Puffer (pH 8,0)

146,12 ¢ EDTA + 1000 ml Aqua bidest + HCl bzw. NaOH (zum
Lésen) mit Ziel-pH 8,0

Eosin

1% Eosin G in 70% Isopropanol 16sen, rihren, anschlieBend filt-
rieren; vor Gebrauch mit etwas Eisessig ansiduern (wird etwas

grinlich)

Mayers Himalaun

Gebrauchsfertig.
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Loésung Rezept

Losung A 5,75 ml 1 M Essigsdure auf 1 I mit Aqua dest.

Lésung B 13,61 g 0,1M Natriumacetat-Trihydrat auf 1 1 mit Aqua dest
Stammlbsung 1 g 3-Amino-9 Ethylcarbazol + 250 ml Dimethylformamid

2.2.2 Dekontamination, Formalinfixierung und Paraffineinbettung des sCJD- und

iCJD-Gewebes als erhaltene Fremddienstleistung

Vor der Paraffineinbettung erfolgte die Dekontamination des entnommenen Gewebes fir
mindestens eine Stunde in 99%iger Ameisensdure. Im Anschluss erfolgte die Neutralisation
sowie die Nachfixierung in 4%igem Formalin. Die Gewebeproben wurden darauthin fiir
mindestens drei Stunden, mit dem Ziel das Formalin auszuwaschen und so Formalinprazi-
pitate zu vermeiden, gewassert. Hierauf erfolgte dann schlieSlich die Paraffineinbettung in

der alkoholischen Einbettungsreihe mit den folgenden Schritten:

50% Isopropanol (5 h) — 70% Isopronolol (5 h) — 90% Isopronolol (5 h) — 90% Isop-
ronolol (5 h) — 90% Isopronolol (5 h) — 100% Isopropanolol (5 h) — 100% Isopropa-
nolol (5 h) — 100% Isopropanolol (5 h) — Xylol (3 h) — Xylol (3 h) — Paraplast (5 h)
bei 62 °C — Paraplast (5 h) bei 62 °C [Gesamtdauer: 56 h]

Abbildung 4: Paraffineinbettung

AnschlieBend folgte das AusgieBen an der Ausgief3station des Instituts (s. Tabelle 6). Hierfiir
wurden die Gewebeblocke so in die Metallférmchen ausgegossen, dass die in der Kassette
untenliegende Gewebeseite die Anschnittfliche fir die spiter am Mikrotom erstellten Paraf-
finschnitte bildete. Die Ausfihrung der Erstellung der Paraffinschnitte wird bei den jeweili-

gen Firbemethoden beschrieben.
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2.2.3 Enzymfirbungen/Histochemische Fiarbungen

2.2.3.1 Ubersichtsfirbung Himatoxylin/Eosin (HE)

Die Firbereaktion wurde an den ca. 0,5 um bis 1 um dicken Schnittpriparaten von einem in
Paraffin-eingebettetem Gewebe durchgefithrt. Die am Mikrotom (s. Tabelle 6) gewonnenen
Priparate wurden auf einen Glasobjekttrager aufgezogen, anschlieSend tiber Nacht im War-
meschrank bei 60 °C getrocknet und der nachfolgend beschriebenen Firbereaktion unterzo-
gen. Die aufsteigende bzw. absteigende Alkoholreihe umfasste Isopropanol in den Konzent-
rationen 50%, 70%, 90%, 2x100%, Isoxylol (Isopropanol und Xylol 1:1 gemischt) und 3x
Xylol.

In der absteigenden Reihe wurden die Schnitte entparaffiniert und gegeniiber dem Xylol fiir
jeweils finf Minuten, dem Isoxylol eine Minute und den absteigenden Alkoholschritten ge-
geniiber jeweils zwei Minuten exponiert. Hieran schloss sich nun die eigentliche Firbereak-

tion - Ubersichtsfirbung Himatoxylin / Eosin (HE) - an:

8 min. Mayers Hamalaun — Schnitte kurz in Aqua dest spillen — in 1% HCIl-Alkohol
differenzieren (3x eintauchen) — 10 min. unter flieBendem Leitungswasser bliuen — 5
min. Eosinlésung — Abspiilen der Firbelosung in entmineralisiertem Wasser (3-4x ein-

tauchen)

Abbildung 5: Ubersichtsfirbung Himatoxylin/ Eosin

Nun wurden die Glasobjekttriger mit den Gewebeschnitten durch die aufsteigende Alko-
holreihe gefithrt. Zu Beginn wurden die Schnitte dem 50%-, 70%- und 90%igem Isopropa-
nolol nur durch mehrmaliges kurzes Eintauchen ausgesetzt. Im Anschluss daran standen sie
fir jeweils eine Minute im 100%igen Alkohol, woran sich jeweils fiinf Minuten im Xylolbad
anschlossen. Im letzten Xylolschritt konnten die Schnitte dem Xylol auch linger als finf

Minuten ausgesetzt sein. Es folgte die Eindeckelung des Gewebes mit Depex.
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2.2.4 PET-Blot-Methode

2.2.4.1 FEinleitung zur Methode

Fir die Diskriminierung der pathologischen von der physiologischen Isoform des Prionpro-
teins mit hochster Sensitivitit und zur Detektion der PrP*-Ablagerungsmuster wendete ich
die von Schulz-Schaeffer et al. im Jahr 2000 entwickelte PET-Blot-Methode (Paraffin-em-
bedded-tissue-blot) an in Paraffin-eingebettetem peripherem Gewebe an (Schulz-Schaeffer
et al. 2000b). Einen Uberblick tiber die verwendeten Antikorper geben die Tabellen Nr. 8
und 9.

Tabelle 8: Im Rahmen der PET-Blot-Methode verwendete Primarantikérper zum humanen
PrP-Nachweis.

Pri- Spezies | Klon | Quelle Ver- Epitopdemas- Zielstruk-
miranti- diun- kierung tur/Epitop
kérper nung
12F10 Maus 12F10 | Deutsches Primaten- | 1:500 GdSCN 15° 153-163 (Krase-
zentrum (DPZ), mann et al.
mono- o
Konal Géottingen, Deutsch- 19906)
land
3F4 Maus 3F4 Signet laboratories 1:2000 GdSCN 15¢ 109-112 (Krase-
Inc., Hayward, CA, mann et al.
mono-
Konal USA 1996)
ICSM 18 | Maus ICSM | Institute of Neurol- | 1:10000 146-156 (Be-
mono. 18 ogy, national Hospi- ringue et al.
Konal tal for Neurology & 2003)
Neurosurgery, Lon-
don, UK

Tabelle 9: Im Rahmen der PET-Blot-Methode verwendeter Sekundirantikorper.

Sekundiranti- Spezies | Konjugation Quelle Verdiin- Chromo-

korper nung gen

Anti-Maus Ziege Alkalische Phos- | Dako, Glostrup, Di- 1:1000 NBT/BCJP
phatase nemark

2.2.4.2 Firbeprotokoll

In einem ersten Schritt wurden ca. 1 pm bis 3 pm dicke Schnittpriparate von einem in Pa-
raffin eingebettetem Gewebe an einem Mikrotom (s. Tabelle 6) geschnitten. Die gewonne-

nen Priparate wurden dann in einem Becken mit kaltem Aqua bidest aufgefangen und auf
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eine Nitrozellulosemembran aufgezogen. Dieser Vorgang wurde mit Hilfe eines Glasobjekt-
tragers stabilisiert. Nun wurde das Priparat mit Hilfe dieser Konstruktion in einem Becken
mit warmem Wasser gestreckt. Diese Dreierkombination wurde dann auf der Wirmeplatte
platziert und so die feuchte Nitrozellulosemembran mit dem Schnittpriparat getrocknet.
Dieser Vorgang dauerte ca. zehn Minuten und im Folgenden wurden die Membranen mit
Hilfe von Trennpapieren separiert, gestapelt und zur Stabilisierung zwischen zwei Glasob-
jekttrigern platziert. Zum Beschweren kann auch noch hinzukommend ein schwerer Stein
verwendet werden. Dieses Paket wurde dann tiber zwei Nichte in einem Wirmeschrank bei
55-60 °C gepresst. Nach diesem Vorgang ist es moglich, die Membranen abgedunkelt iiber
Jahre hinweg aufzubewahren. Um mit der Farbung zu beginnen, mussten die Membranen
wie auch die Objekttrager entparaffiniert werden. Hierzu wurden die Membranen in Histo-
schaukeln zwischen Platzhalter aus Glasobjekttrigern einsortiert. Sie durchliefen daraufhin
fir jeweils zehn Minuten eine Reihe aus drei Xylolbecken, um darauthin in einem Becken
aus Isoxylol (gleichteiliges Gemisch aus Xylol und 100%igem Isopropanolol) fir finf Minu-
ten einzutauchen. Das Ziel der Rehydrierung wurde erreicht, indem die Membranen nun
einzeln in Schaukeln mit 100%, 100%, 90%, 70%, 50% und 25% Isopropanolol weiter per
Hand einsortiert wurden. Die Einwirkungszeit betrug hier jeweils finf Minuten. In einem
letzten Schritt wurden die Membranen nun wieder fir fiinf Minuten in PBS gestellt, welches
mit 0,1% Tween als Detergenz versetzt wurde. Der Entparaffinierungsvorgang war damit
beendet und die Membranen wurden zwischen Papierhandtichern vorsichtig trocken getupft
und anschlieBend zwischen zwei Streifen aus Fleecepapier eingeklemmt. Uber Nacht wurden
diese Membranen mit einer Glasplatte beschwert und abgedunkelt trocknen gelassen. Am
nichsten Tag standen die Membranen dann fir die jeweilige Farbung bereit. Damit die
Membranen méglichst glatt fir die Farbung verwendet werden konnten, war es aulerdem
ratsam, am niachsten Morgen die Fleecestreifen zu entfernen und nur die Membranen wei-
terhin abgedunkelt zwischen den Glasplatten beschwert fiir wenige Stunden ruhen zu lassen.
Der folgende Farbeablauf war in der Regel immer gleich, jedoch konnte er beztiglich der
vorangeschalteten Verdauschritte sowie in der Verwendung des jeweiligen Antikérpers vari-
ieren. Der Proteinase-K-Verdau ist der in der Mehrheit durchgefiihrte Verdauschritt und als

als klassisch anzusehen.

Das Ziel dieses Verdaus war die Elimination des physiologischen Prionproteins, mit der An-
nahme, dass folglich nur die pathologische Isoform auf die Membran transferiert wurde und
auch nur diese mittels Epitopdetektion durch Prionantikérper in der sich anschlieBenden
Farbereaktion dargestellt werden konnte. Der gro3e Vorteil der PET-Blot-Methode im Ge-
gensatz zu Verfahren wie dem Western-Blot, bei dem auch Proteine auf Membranen trans-
feriert werden, ist die Moglichkeit der morphologisch-topographischen Zuordnung des Er-
gebnisses (Schulz-Schaeffer et al. 2000a; Wrede 2011). Anstelle des Gewebehomogenats,
welches beim Western-Blot verwendet wird, wurden hier nur die Schnittpriparate verwen-
det. Hieraus ergibt sich jedoch auch, dass ein Poolen mehrerer Gewebe bei der PET-Blot-
Methode nicht méglich ist (Wrede 2011). Neben dem Proteinase-K-Verdau gibt es noch
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weitere Moglichkeiten der Freilegung von Epitopen - zum Beispiel durch eine thermische
(Autoklavieren) sowie chemische (pH-Wert-Anderung) Manipulation (Wrede 2011), die ich
jedoch nicht anwendete. Beziiglich der Detektion der pathologischen Isoform des Prionpro-
teins verwendete ich drei unterschiedliche Antikérper gegen das Prionprotein (12F10, 3F4,
ICSM-18). Die Unterschiede im Farbeprotokoll zwischen den einzelnen Prionantikérpern
werden im folgenden Flieitext erwihnt. Beztiglich des Nachweises von PrP* im Lymphge-
webe war die Vorbehandlung mit Kollagenase-A notwendig. Dieser Schritt musste bei Ver-
wendung von Organgewebe durchgefithrt werden, denn diese enthalten im Gegensatz zu
Hirngewebe Bindegewebe, welches durch diese Vorbehandlung eliminiert wurde. Somit wur-
den mogliche unspezifische Bindungsreaktionen der Antikérper mit bindegewebigen Struk-
turen minimiert. Bei der Verwendung des Primarantikérpers ICSM-18 wurde auf den Kol-
lagenase-A-Verdau verzichtet, da ich bei diesem Antikérper davon ausgehen konnte, dass
die unspezifischen Bindungsreaktionen gering genug ausfallen wiirden. Hierzu wurden die
Membranen tber 40 Minuten auf einer von Kollagenase-A-Puffer (Stamml6sung 1,5 mg
Kollagenase-A/1 ml PK-Verdaupuffer) durchtrinkten Zelluloseeinlage in einer geschlosse-
nen Box (,,Kissentechnik®) (Wrede 2011) im Wirmeschrank bei ca. 55-60 °C inkubiert. Hier-
bei war darauf zu achten, dass die Membranen alle gleichmiBig blasenfrei benetzt waren,
aber nicht zu viel Flussigkeit auf diesen stand, sodass die Befeuchtung von unten, nimlich
von der Zelluloseeinlage auf die Membranen erfolgte. Es wurden hierftr ungefahr 13 ml in
die Boxen pipettiert, wobei jedoch im Nachhinein hiufig der Uberstand abgegossen werden
konnte. Nach dieser Inkubationszeit erfolgte eine dreimalige Waschung der Membranen
ohne Zelluloseeinlage in TBST auf dem Tischschittler. Nun schloss sich der Proteinase-K-
Verdau an. Hierfiir wurden ca. 12,5 ml der PK-Verdau-Puffer (Stocklésung 50 mg/ml; ver-
dinnt wird der PK-Verdaupuffer auf eine Konzentration von 250 pg/ml; entspricht 1:200)
mit der PK-Losung in die Boxen pipettiert. Diese enthielten wie im vorangegangenen Schritt
ebenfalls eine Zelluloseeinlage, die durch die Flussigkeitszugabe befeuchtet wurde und auf
der die Membranen blasenfrei zu liegen kamen. Auch hier durfte der Uberstand abgegossen
werden, damit die Befeuchtung von der Zelluloseeinlage auf die Membranen von unten er-
folgte. Unter mehrmaligem Schwenken wurden die Membranen dann tber Nacht in einem
Wirmeschrank bei 55-60 °C inkubiert. Hierfiir wurden nach dem letzten Schwenken die
Boxen luftdicht in eine Plastiktiite verpackt, sodass die Verdunstung des PK-Verdaupuffers
so gering wie moglich gehalten werden konnte. Nach dieser Inkubationszeit wurden die
Membranen ohne Zelluloseeinlage 3x5 min in TBST gewaschen und anschlieBend fiir 15
Minuten in Guanidiniumthiocyanat denaturiert. Hieran schloss sich wieder ein Waschvor-
gang von 3x5 min mit TBST an. Der Proteinblock erfolgte in 0,2% Casein in PBST. Dieser
wurde bei der Verwendung des Primirantikbrpers ICSM-18 nicht angewendet. Pro Box wut-
den hierfar 20 ml benétigt. Die Membranen wurden in den Boxen mit Brackets befestigt,
sodass ein Ubereinanderliegen der Membranen verhindert wurde. Das Blocken erfolgte fiir
45 Minuten auf dem Tischschittler. Nach Abgielen des Blocks wurde der Primirantikbrper

in die Boxen pipettiert (10 ml/Box). Ich wihlte die AntikGrper aus, mit denen man das
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Prionprotein PrP nachweisen kann (12F10: Verdiinnung 1:500 und 3F4: Verdiinnung 1:2000;
s. Tabelle 8). Nach 90 Minuten Inkubationszeit auf dem Tischschiittler wurde der Primiaran-
tikorper abgegossen und es schloss sich ein Waschvorgang mit TBST fiir 5x10 min auf dem
Tischschiittler an. Die Membranen wurden wihrend dieser gesamten Vorginge wieder mit
Brackets in den Boxen befestigt. Der sekundire Antikorper wurde mit einer Verdiinnung
mit TBST von 1:1000 in die Boxen (10 ml/Box) pipettiert und fiir 60 Minuten auf dem
Tischschittler inkubiert. Der sekundire Antikorper war in diesem Fall ein goat-anti-mouse-
AK, der mit einer alkalischen Phosphatase gekoppelt ist, da es sich in der anschliefenden
Farbreaktion um eine Formazanreaktion handelt (Schulz-Schaeffer et al. 2000a; Schulz-
Schaeffer et al. 2000b; Wrede 2011). Auch hieran schloss sich wieder ein Waschschritt mit
TBST von 5x10 min, sowie ein inkubieren mit NTM fiir 2x5 min an, mit dem Ziel der Ein-
stellung eines alkalischen pH-Wertes (Schulz-Schaeffer et al. 2000b). Zur Visualisierung der
Antigen-Antikérper-Reaktion wurden die Farbstoffe NBT und BCIP verwendet, die in NTM
verdinnt wurden. Die Firbelosung ist lichtempfindlich und musste daher vor jeder Benut-
zung frisch angesetzt und dementsprechend in einem dunklen Raum aufbewahrt werden. Es
werden 20 ml/Box benétigt und die Boxen wurden nun fiir die Farbreaktion von dem Tisch-
schiittler genommen. Die Dauer der Farbreaktion konnte variieren, sollte jedoch nicht linger
als 25 Minuten dauern, damit eine Hintergrundfirbung vermieden werden kann. Gestoppt
werden sollte sie jedoch sofort, sobald ein adiquates Signal der Positivkontrolle erkennbar
war. Um die Farbreaktion zu stoppen, wurden die Membranen in Aqua bidest, welches mit
EDTA versetzt war, fur mindestens 30 Minuten auf dem Tischschiittler gewaschen. Das
Ergebnis konnte wihrend dieses Vorgangs nachdunkeln. AnschlieBend wurden die Memb-
ranen zwischen Papierhandtiichern vorsichtig getrocknet, zwischen stabile, saugfihige Plat-
ten gelegt und tber Nacht beschwert. Von nun an kénnen die gefiarbten Membranen jahre-
lang in Diahtllen, lichtgeschiitzt aufbewahrt werden (Schutz vor Nachdunkeln) und mit Hilfe

eines Auflichtmikroskops ausgewertet werden.

2.2.4.3 Auswertung mit Hilfe der Auflichtmikroskopie

Die Auswertung der PET-Blots wurde mit Hilfe des Auflichtmikroskops (s. Tabelle 6) durch-
gefithrt und fir die abgebildeten photographischen Darstellungen wurde das Olympus
BX51M verwendet. Ein mogliches Farbsignal teilte ich in Anlehnung an die Publikation von
Gill et al (Gill et al. 2013) in ein positives, suspektes, nichtspezifisches oder negatives Signal
ein. Fin positives Signal zeigte das charakteristische Farbsignal in den follikuliren dendriti-
schen Zellen innerhalb des Keimzentrums eines Lymphfollikels bzw. in eindeutig vorliegen-
den histologischen Strukturen. Ein als positives Farbsignal gewertetes Ergebnis wurde dann
weiter semiquantitativ in Anlehnung an die Auswertung der Scrapie-Gewebeproben mit
Hilfe der PET-Blot-Methode von Wembheuer et al (Wembheuer et al. 2009a) nach vier ver-
schiedenen Abstufungen (sehr gering aber eindeutig; miBig mit guter Abgrenzbarkeit der
Ablagerungsmuster; ausgepragt mit guter Abgrenzbarkeit der Ablagerungsmuster; maximal

mit Uberlagerung der Ablagerungsmuster) bewertet. Ein suspektes Farbsignal zeigte ein
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schwicheres Farbsignal, welches sich nicht in den o.g. charakteristischen Bereichen des
Lymphfollikels nachweisen lief3, jedoch vermutlich anatomischen bzw. histologischen
Strukturen zuzuordnen war. Ein nichtspezifisches Farbsignal sprach fir eine
Antikérperbindung, die sich nicht an anatomischen bzw. histologischen Strukturen
orientierte (z. B. Kreuzreaktion als Hintergrundreaktion) und ein negatives Farbsignal
bedeutete, dass keine Antikérperbindung vorlag und somit ein Farbsignal nicht detektiert
werden konnte. Einen Uberblick tiber die genannten Einteilungen zeigen die Tabelle 10 und

11.

Tabelle 10: Quantitative Auswertung der PrP*-Ablagerungen im LRS bzw. aulerhalb des

LRS mit Hilfe der PET-Blot-Methode.

Signalstirke d. Farbsignals LRS Gewebe aullerhalb des LRS

Positiv Starkes punktférmiges, dunkellila | Starkes punktférmiges, dunkellila
Farbsignal in follikuldren dendriti- | Farbsignal mit Zuordnung zu vor-
schen Zellen innerhalb des Keim- | liegenden histologischen Struktu-
zentrums der LF ren

Suspekt Schwiicheres o. g. Farbsignal, ver- | Schwicheres o. g. Farbsignal, ver-
mutlich histologischen Strukturen | mutlich histologischen Strukturen
zuotrdbar, aber nicht den FDCs im | zuordbar
Keimzentrum der LFs

Nichtspezifisch Antikorperbindung, die sich nicht | Antikérperbindung, die sich nicht
an anatomischen bzw. | an anatomischen bzw.
histologischen Strukturen des LRS | histologischen Strukturen
otientiert (z. B. Kreuzreaktion als | orientiert (z. B. Kreuzreaktion als
Hintergrundreaktion) Hintergrundreaktion

Negativ keine Antikérperbindung = kein | keine Antikérperbindung = kein
Farbsignal Farbsignal
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Tabelle 11: Semiquantitative Auswertung der als positiv gewerteten PrP*-Ablagerungen mit
Hilfe der PET-Blot-Methode.

Bewertung Bedeutung
+ sehr geringe, aber eindeutige PrPsc-Ablagerungen
++ MiBige PrPsc-Ablagerungen, jedoch mit guter Ab-

grenzbarkeit der Ablagerungsmuster

+++ Ausgeprigte PrPs-Ablagerungen, jedoch mit guter
Abgrenzbarkeit der Ablagerungsmuster

++++ Maximale PrPsc-Ablagerungen, jedoch mit Ubetla-

gerung der Ablagerungsmuster

2.2.5 Immunhistochemie

2.2.5.1 Einleitung zur Methode

Diese Detektionsmethode wurde im Anschluss an die PET-Blot-Methode an einem ausge-
wihlten Gewebepriparat durchgefiihrt (s Kapitel 3.2.3.1), um das Vorhandensein nervalen
Gewebes in diesem ausgewihlten Gewebeschnitt nachzuweisen. Einen Uberblick iiber die

hierfiir verwendeten Antikorper geben Tabelle Nr. 12 und 13.

Tabelle 12: Fir den immunhistochemischen Nachweis verwendeter humaner Primaranti-

korper.
Primirantik6érper | Spezies Quelle Verdiinnung | Zielstruktur/Epitop
S100 Kaninchen | Dako, Glostrup, Dianemark | 1.400 S100B, S100A1, ST00A6
polyklonal

Tabelle 13: Fiir den immunhistochemischen Nachweis verwendeter Sekundirantikérper.

Sekundiranti- Spezies Konjugation Quelle Verdiinnung | Chromogen
korper
Anti-Maus Schaf Biotin GE 1:200 Detektion mit
Healthcare, Extravidin-
Chalfont St. Peroxidase
Giles; Grof3 (Sigma-Ald-
Britannien rich, 1:1.000)
und DAB oder
AEC
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2.2.5.2 Firbeprotokoll

In einem ersten Schritt wurden ca. 1 um bis 3 um dicke Schnittpraparate von einem in Pa-
raffin eingebettetem Gewebe an dem Mikotrom (s. Tabelle 6) geschnitten. Die gewonnenen
Priparate wurden dann in einem Becken mit kaltem Aqua bidest aufgefangen und dann auf
einen Glasobjekttriger transferiert und getrocknet. Die immunhistochemische Firbung be-
gann, wie auch die enzymatische Himatoxylin/Eosin-Firbung, mit der Entparaffinierung in
einer absteigenden Alkoholreihe. Diese umfasste Isopropanol in den Konzentrationen 50%,
70%, 90%, 2x100%, Isoxylol (Isopropanol und Xylol 1:1 gemischt) und 3x Xylol. In der
absteigenden Reihe wurden die Schnitte entparaffiniert und gegeniiber dem Xylol fiir jeweils
finf Minuten, dem Isoxyloleinel Minute und den absteigenden Alkoholschritten gegentiber
jeweils fir 2 Minuten exponiert. Im Anschluss wurden die Paraffinschnitte zweimal in TBS
gewaschen und dann in TBST gestellt. Hieran schloss sich der Peroxidaseblock an, um die
gewebseigenen Peroxidasen zu blockieren. Hierfiir wurde das Wasserstoffperoxid zuerst mit
TBS auf 3% verdunnt. In dieser Losung wurden anschlieBend die Paraffinschnitte fir 20
Minuten auf dem Tischschiittler inkubiert. Hiernach folgte eine zehnminiitige Spiilung der
Paraffinschnitte in TBS und ein anschlieBender 20miniitiger Caseinblock. Ab diesem Zeit-
punkt sollten die Paraffinschnitte durchgingig in einer feuchten Kammer inkubiert werden.
Es folgte darauthin die Zugabe des Primarantikérpers. In diesem Fall verwendete ich den
primaren Antikorper S100 gegen Gliazellen in einer Verdiinnung von 1:400 in 10%igem Ca-
sein. Die Paraffinschnitte sollten von dieser Flissigkeit bedeckt sein und tiber Nacht bei 4
°C inkubieren. Die tiber Nacht inkubierten Paraffinschnitte wurden dann 2-3x mit TBS ge-
waschen und anschlieBend der Primidrantikérper einmalig mit TBST weggespult. Als Sekun-
darantikorper verwendete ich den bi-Anti-mouse-Antikorper, der gegen die Spezies gerichtet
ist, mit der der Primarantikorper erzeugt wurde. Dieser war bereits in einem Verhaltnis von
1:2 in Glycerin verdiinnt und wurde mit dem TBST/TBS von 1:100 auf 1:200 verdinnt. Die
Paraffinschnitte wurden mit jeweils 100 pl fiir eine Stunde bedeckt. Parallel dazu sollten die
Losungen A, B und AEC aus dem Kiuhlschrank geholt und auf Raumtemperatur erwirmt
werden. Nach einer Stunde Inkubation der Paraffinschnitte mit dem Sekundirantikérper
wurden die Proben dreimal mit TBS und einmal mit TBST gewaschen. Die Gewebeproben
durften dieser Waschlésung auch linger ohne Ergebnisverlust exponiert werden. Die Strep-
tavidin-Peroxidase (POX = Extravidin) von Sigma wurde in TBS auf ein Verhiltnis von
1:1000 verdinnt. Im Anschluss wurden die Paraffinschnitte mit jeweils 100 pl fir 45-60 Mi-
nuten bedeckt. In der Zwischenzeit wurde die Farbelosung mit dem AEC-Chromogen an-
gesetzt. Hierfir wurden zwei Kivetten der Firbelosung mit insgesamt 150 ml benotigt | 45
ml Lésung A (= Essigsdure) + 105 ml Losung B — einen pH-Wert von 5,2 bei Raumtem-
peratur mit 1 M NaOH oder Essigsidure (=Losung A) einstellen]. Diese Lésung wurde auf
zwei Kivetten (ca. 60 ml pro Kivette) verteilt und es wurden pro Kiivette jeweils 4 ml der
AEC-Stamml6sung zugefiigt. Diese Losung wurde zweimal durch den Faltenfilter gefiltert.
Es folgte die Zugabe von 20 ul 30% H,O,. Es schloss sich dann der eigentliche Farbevorgang

an. Hierfir wurden die Paraffinschnitte in die vorbereiteten Kivetten (56 ml/Kivette)
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gegeben. Die Kiivetten mit den Gewebeproben wurden fiir maximal 30 Minuten unter mik-
roskopischer Kontrolle auf den Schiittler gestellt. Bei einer ausreichenden Farbintensitit
wurden die Schnitte in eine mit Aqua dest geftillte Kiivette tiberfithrt. Dieser Schritt beendete
die Firbereaktion. Eine Antrocknung der Schnitte sollte vermieden werden. Die Gegenfir-
bung erfolgte mit Himatoxylin. Hierfir wurden die Paraffinschnitte fiir zehn Sekunden in
Himalaun getaucht und anschlieBend fur funf Minuten unter flieBendes, warmes Leitungs-

wasser gestellt und anschlieBend mit Aquatex eingedeckelt.
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3  Ergebnisse

3.1 Vorbereitung der PET-Blot-Auswertung mit Hilfe der HE-
Ubersichtsfirbung

Jede Gewebeprobe, die mit Hilfe der PET-Blot-Methode auf das Vorliegen von PrP*-Abla-
gerungen untersucht wurde, wurde ebenfalls im Vorfeld an einem vorangegangen Gewebe-
schnitt mit Hilfe der Ubersichtsfirbung Himatoxylin/Eosin (s. Kapitel 2.2.3) gefirbt, mit
dem Ziel die Anzahl und die Konfiguration des vorliegenden peripheren lymphatischen Ge-
webes zu quantifizieren, ein histologisches Korrelat zu einem méglichen positiven Ergebnis
erzielen zu kénnen sowie den Grad einer moglichen vorliegenden granulozytiren inflamma-
torischen Reaktion bestimmen zu kénnen. Die fiir die Auswertung benétigten HE-Priparate
der untersuchten Scrapie-Fille erhielt ich ebenfalls freundlicherweise als Fremddienstleitung
von Frau Dr. med. vet. Wiebke Wemheuer (Institut fiir Neuropathologie,
Universititsklinikum des Saarlandes, 66421 Homburg/Saar).

3.11 Auswertung mit Hilfe der Durchlichtmikroskopie

Die Auswertung der HE-Ubersichtsfiarbung wurde mit Hilfe des Durchlichtmikroskops (s.
Tabelle 6) durchgeftihrt. Die Anzahl des peripheren lymphatischen Gewebes in den unter-
suchten Gewebeproben teilte ich, in Anlehnung an die Publikation von Gill et al (Gill et al.
2013), nach Anzahl der in der HE-Firbung erkennbaren Lymphfollikel (= oder = finf
Lymphfollikel) ein. Waren keine Lymphfollikel in dem zu untersuchenden Gewebe vorhan-
den, bezeichnete ich es als n. e. (nicht erkennbar). Lag ein diffuses Muster an lymphatischen

Zellen vor, bezeichnete ich es im Verlauf als ,,diffus®.

Um eine mégliche inflammatorische Reaktion ausschlieBen zu kénnen, untersuchte ich das
Gewebe weiterhin auf vorhandene granulozytire Entziindungszellen. Eine Zerstérung der
follikuldren Architektur durch eine Granulozyten-Invasion wiirde im Verlauf ein negatives
Ergebnis bei der Detektion von PrP* mit den entsprechenden Anti-Prionantikérpern bedin-
gen, sodass diese Gewebeproben damit von der Testreihe ausgeschlossen werden miissten,
was jedoch in keiner Gewebeprobe der Fall war. Eine moglich inflammatorische Reaktion
teilte ich von nicht vorhanden tber leicht, miBig bis stark mit Auflésung der Lymphfolli-

kelarchitektur ein.
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3.2  Detektion der PrP*-Ablagerungen im LRS und in ausgewihltem
peripherem Gewebe von sCJD-Fillen mit Hilfe der PET-Blot-
Methode

3.21 Detektion von PrP*-Ablagerungen im LRS von sCJD-Fillen mit Hilfe des
12F10-Antikorpers

Die in Tabelle 1 angegeben Gewebeproben (n=133) der 18 sCJD-Fille wurden zu Beginn
nach dem in Kapitel 2.2.4 angegebenem PET-Blot-Protokoll mit Hilfe des PrionantikGrpers
12F10 auf PrP*-Ablagerungen untersucht. Diese Untersuchung zeigte beztiglich des LRS
nichtdistinkte und nicht feinpunktierte helllila Farbsignale deren Ablagerungsmuster keinen
vorhandenen anatomischen Strukturen zuordbar waren, sodass das Farbsignal in 12 von 12
untersuchten Tonsillen-, 17 von 17 untersuchten Milz-, 52 von 52 untersuchten Lymphkno-
ten-, 10 von 10 untersuchten Appendix-, 42 von 42 untersuchten GALT-Gewebeproben mit
Hilfe der PET-Blot-Methode als nichtspezifische PrP*-Ablagerungen (fir die Graduierung
s. Kapitel 2.2.4.3) gewertet wurden (fiir die Hintergrundreaktionen des 12F10-Antikorpers
im Rahmen der PET-Blot-Methode siehe Kapitel 3.3).

3.2.2 Detektion von PrP*-Ablagerungen in peripheren organischen Strukturen
von sC]D-Fillen mit Hilfe des 12F10-Antiképers

Die in Tabelle 1 angegebenen Gewebeproben (n=30) der 18 sCJD-Fille wurden zu Beginn
ebenfalls nach dem in Kapitel 2.2.4 angegebenen PET-Blot-Protokoll mit Hilfe des
Prionantikorpers 12F10 auf PrP*-Ablagerungen untersucht. Diese Untersuchung zeigte
beziiglich der untersuchten peripheren organischen Strukturen ein, wie in Kapitel 3.2.1
beschriebenes nichtdistinktes, helllila und ebenfalls nicht feinpunktiertes Farbsignal in nicht
anatomisch zuordbaren Ablagerungsmustern, sodass das Farbsignal in zwolf von zwolf
untersuchten Kruor-, in einer von einer untersuchten Schilddriisen-, in einer von einer
untersuchten Harnblasen-, in neun von neun untersuchten Haut-, in sechs von sechs
untersuchten Parotis- und in einer von einer untersuchten Pancreas-Gewebeprobe(n) mit
Hilfe der PET-Blot-Methode als nichtspezifische PrP*-Ablagerungen (fiir die Graduierung
s. Kapitel 2.2.4.3) gewertet wurden.

3.2.3 Detektion von PrP**-Ablagerungen in der olfaktorischen Mukosa sowie in
peripheren Nerven von sCJD-Fillen mit Hilfe des 12F10-Antikérpers

Die in Tabelle 1 angegebenen Gewebeproben (olfaktorische Mukosa n=16; periphere Ner-
ven n=0) der 18 sCJD-Fille wurden zu Beginn ebenfalls nach dem in Kapitel 2.2.4 angege-
benen PET-Blot-Protokoll mit Hilfe des Prionantikérpers 12F10 auf PrP*-Ablagerungen
untersucht. Diese Untersuchung zeigte beziiglich der untersuchten Gewebetypen in 20 von
22 sCJD-Fillen (periphere Nerven: 5 von 6 sCJD-Fillen; olfaktorische Mukosa: 15 von 16
sCJD-Fillen) ein nichtdistinktes, helllila und ebenfalls nicht feinpunktiertes Farbsignal in
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nicht anatomisch zuordbaren Ablagerungsmustern, sodass das Farbsignal in 5 von 6
untersuchten Gewebeproben der olfaktorsischen Mukosa sowie in 15 von 16 untersuchten
Gewebeproben der peripheren Nerven als nichtspezifische PrP*-Ablagerungen (fir die
Graduierung s. Kapitel 2.2.4.3) gewertet wurden.

Im Fall von zwei sCJD-Gewebeproben ((1) N. Ischiadicus n=1; (2) Riechschleimhaut n= 1)
zeigten sich jedoch im Rahmen der PET-Blot-Firbung positive PrP*-Ablagerungen, deren
dunkelviolettes Farbsignal ein lingliches, perlschnurartiges und feingepunktetes Ablage-
rungsmuster prasentierte (s. Abb. 0). In der ersten Gewebeprobe konnte dieser positive
PrP*-Nachweis in Korrelation mit dem entsprechend HE-gefirbten Gewebeschnitt dem
nervalen Gewebe des N. ischiadicus zugeordnet werden. Da das PrP*-Farbsignal in der zwei-
ten Gewebeprobe das gleiche PrP*-Ablagerungsmuster aufwies wie im ersten Fall, wurde
auch hier der Verdacht auf nervale PrP*-Ablagerungen gedullert, sodass ein angrenzender
Gewebeschnitt dieses ausgewihlten sCJD-Falles mittels Immunhistochemie mit Hilfe des
Antikérpers S100B auf das Vorliegen von Gliazellen und konsekutiv auf das Vorliegen von

neuronalen Axonen untersucht wurde.

Abbildung 6: Positiver PrP*-Nachweis mittels der PET-Blot-Methode und dem
12F10-Prionantikorper in den Axonen des N. ischiadicus (A Pfeil) und nervalen Struk-
turen der olfaktorischen Mukosa (B) von sCJD-Fillen.

3.2.3.1 Detektion neuronaler Strukturen an einem ausgewihlten sCJD-Fall mit Hilfe des

S100-Antikérpers im Rahmen der Immunhistochemie

Um eine histologische Zuordnung des im Rahmen der PET-Blot-Methode detektierten po-
sitiven Farbsignals treffen zu kénnen, wurde beziiglich des o. g. Gewebes der Riechschleim-
haut eine immunhistochemische Farbung mit dem S100B-Antikérper angeschlossen. Dieser
Antikorper detektiert Calciumbindende S100-Proteine in peripheren glialen Zellen und deu-
tet konsekutiv auf neuronale Strukturen in der unmittelbaren Umgebung hin. Die zweite o.
g. Gewebeprobe wurde nicht mitgefiithrt, da in der HE-Firbung die nervale Struktur, der N.
ischiadicus, bereits erkennbar und so die Zuordnung des positiven Farbsignals aus der PET-

Blot-Methode zu den nervalen Strukturen bereits moglich war. Im Gewebeschnitt der
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Riechschleimhaut konnte ein positives Farbsignal der immunhistochemischen Firbung mit
dem S100B-Antikorper vermerkt werden, sodass davon ausgegangen werden kann, dass in
dieser untersuchten Gewebeprobe gliale und konsekutiv auch nervale Strukturen vorlagen,
die jedoch nicht mit dem positiven Farbsignal aus der PET-Blot-Methode in ihrer Lokalisa-

tion korrelierbar waren.

3.2.3.2 Sekundirkontrolle via Re-Firbung der ausgewihlten PrP*-positiven
Gewebeproben mittels PET-Blot und der Prionantikérper 354 und ICSM-18

Die zwei o. g. ausgewihlten sCJD-Fille wurden einer erneuten PET-Blot-Firbung mit wei-
teren Prionantikorpern, dem 3F4 und anschlieBend dem ICSM-18, nach identischem Proto-
koll einer Sekundarkontrolle unterzogen, um die Validitit dieses vormals positiven Ergeb-
nisses der PET-Blot-Methode mit Hilfe anderer etablierter Prionantikérper im Rahmen die-
ser Nachweismethode zu tberpriifen. Hier zeigte sich jedoch beztiglich der olfaktorischen
Mukosa (n=1) und des N. ischiadicus (n=1) bei Verwendung der o. g. Prionantikérper in
allen Fillen ein sehr schwaches, diffuses bis nichtdetektierbares Farbsignal, welches nicht
anatomisch korreliert werden konnte und welches ebenfalls keine Ubereinstimmung mit dem
12F10-Farbsignal aufwies, sodass das 3F4- und das ICSM-18-Farbsignal als nichtspezifisch
klassifiziert wurde (s. Abbildungen 7 und 8). Einen Uberblick iiber die an den positiven Ge-
weben durchgefithrten Untersuchungen und ihre Ergebnisse zeigt die folgende Tabelle 14.
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Abbildung 7: Vergleich der PET-Blot-Firbungen des N. ischiadicus mit dem 12F10-Anti-
korper (A), dem 3F4-Antikérper (B) und dem ICSM-18-Antikérper (C)

- L4

5’3 -
Abbildung 8: Vergleich der PET-Blot-Firbungen der olfaktorischen Mukosa mit dem
12F10-Antikorper (A), dem 3F4-Antikorper (B) und dem ICSM-18-Antikorper (C)
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Tabelle 14: Uberblick tiber die mittels der PET-Blot-Methode als positiv gewerteten sCJD-
Fille und ihre Ergebnisse.

Fall-Nr. | Follikel- Gran. PET-Blot PET- | PET- | Immunhis- Ergebnis
Gewebe anzahlt Infl. 12F10 Blot Blot toch.
Genotyp 3F4 | ICSM- $100
Priontyp 18
) Diffus Positives punkt- N-Sp. | N-Sp. | Nicht gefirbt, | Mit Hilfe des
Nervus bis = 5 férmiges, dun- da durch die | 12F10-Anti-
ischiadi- kellila Farbsig- HE-Firbung | korpers im
cus VV2 nal in einem das PrPse- Rahmen der
petlschnurarti- Farbsignal PET-Blot-
gen PrPsc-Abla- der PET- Methode fiir
gerungsmuster Blot-Firbung | periphere
bereits histo- | nervale
logisch dem PrPsc-Abla-
N. ischiadicus | gerungen po-
zuordbar sitiy
@) n.e Positives punkt- N-Sp. | N-Sp. | Positiv fur Mit Hilfe des
Olf. Mu- férmiges, dun- Schwann’sche | 12F10-Anti-
kosa kellila Farbsig- Zellen und korpers im
MM1 nal in einem konsekutiv Rahmen der
petlschnurarti- fur neuronale | PET-Blot-
gen PrPsc-Abla- Axone Methode fiir
gerungsmuster periphere
vervale
PrPsc-Abla-
gerungen po-
Sitiy

T (diffus/ =2 5/ <5/ n.e); & Gran. Infl. = Granulozytire Inflammation (- bis +++); N-Sp. = Nichtspezifisch

3.2.4 Zusammenfassung der Detektion von PrP*-Ablagerungen im peripheren
Gewebe der sCJD-Fille mittels der PET-Blot-Methode

Zusammenfassend zeigten 0 von 12 untersuchten Tonsillen-, 0 von 17 untersuchten Milz-,
0 von 52 untersuchten Lymphknoten-, 0 von 10 untersuchten Appendix-, 0 von 42 unter-
suchten GALT-Gewebeproben mit Hilfe der PET-Blot-Methode einen positiven Nachweis
von PrP*-Ablagerungen. Die Untersuchung anderer peripherer organischer Strukturen (s.
Tabelle 1) zeigte in 0 von 30 sCJD-Fillen einen positiven Nachweis von PrP*-Ablagerungen.
Die Untersuchung des olfaktorischen Gewebes ergab in 1 von 16 Gewebeproben und die
Untersuchung peripherer nervaler Strukturen ergab in 1 von 6 Gewebeproben einen positi-
ven Nachweis von PrP*-Ablagerungen mit Hilfe des 12F10-Antikérpers im Rahmen der
PET-Blot-Methode. Auch wenn die o. g. positiven Farbsignale in weiteren Gewebeschnitten
mit Hilfe anderer Prionantikérper im Rahmen der PET-Blot-Methode nicht reproduzierbar
waren, entsprachen sie aufgrund ihres distinkten punktférmigen, dunkellila Farbsignals sowie

ihres histologisch eindeutig anatomischen Strukturen zuordbarem Ablagerungsmusters der
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Definition eines positiven Farbsignals mittels der PET-Blot-Methode (s. Kapitel 2.2.4.3).
AbschlieBend zeigte diese Untersuchung, dass die PET-Blot-Farbungen der unterschiedli-
chen Gewebetypen des LRS von sCJD-Fillen mit den o. g. PrP-Antikérpern nicht distinkt,
nicht reproduzierbar, nicht zuordbar zu histologischen Strukturen und somit als nichtspezi-
fisch bis negativ zu werten waren. Somit ist der Nachweis von PrP*-Ablagerungen im peri-
pheren lymphatischen retikuliren Gewebe inkl. des GALT sowie peripherer organischer
Strukturen beztglich des sCJD-Patientenkollektives mit Hilfe der PET-Blot-Methode als ne-
gativ (n=164) zu werten. Bezliglich des peripheren nervalen Gewebes der olfaktorischen
Mukosa sowie peripherer nervaler Strukturen (N. ischiadicus) gelang mit Hilfe der PET-Blot-
Methode und dem 12F10-Antik6rper, in Konkordanz mit der Fachliteratur, in 2 von 22
sCJD-Fillen ein positiver PrP*-Nachweis mit einem distinkten feinen punktférmigen dun-

kellila Farbsignal in einem petlschnurartigen PrP*-Ablagerungsmuster.

3.3 Differenzierung von Hintergrundreaktionen im Rahmen der
PET-Blot-Methode von spezifischen PrP**-Ablagerungsmustern
bei sCJD-Patienten

Wie bereits in Kapitel 3.2 erwihnt, zeigten 0 von 133 Gewebeproben des LRS, 1 von 16
Gewebeproben der olfaktorischen Mukosa, 0 von 30 peripheren organischen Gewebepro-
ben sowie 1 von 6 Gewebeproben peripherer Nerven der 18 sCJD-Fille einen positiven
PrP*-Nachweis, doch fielen im Rahmen der PET-Blot-Untersuchungen mit dem 12F10-An-
tikorper rezidivierend diffuse und nichtspezifische Farbsignale auf. Um diese im Folgenden
beschriebenen Farbsignale tatsdchlich als Kreuzreaktion des 12FF10-Antikoérpers klassifizie-
ren zu konnen und nicht ein mdégliches positives, distinktes Farbsignal falschlicherweise zu
Gbersehen, wurden ausgewihlte Gewebeproben darauthin mit dem Prionantikérper 354 als
Sekundirkontrolle gefirbt. In einer folgenden, noch nicht verétfentlichten Promotionsarbeit
von Frau Anna Hoffmann (Institut fir Neuropathologie der Medizinischen Fakultit der
Universitit Gottingen) werden die Kreuzreaktionen des 12F10-Antikérpers im Rahmen der
PET-Blot-Methode niher analysiert und charakterisiert, sodass im Folgenden an entspre-
chender Stelle nur verkiirzt erwahnt wird, welche histologische Struktur die Antikérperbin-

dung und somit die Hintergrundfarbsignale bedingt.

3.3.1 Differenzierung der ,,Sternenhimmel“-Hintergrundreaktion des 12F10-
Antikérpers im Rahmen der PET-Blot-Methode bei sCJD-Patienten

Rezidivierend fiel im Rahmen der PET-Blot-Untersuchung mit dem 12F10-Antikérper ein
Uber den gesamten Gewebeschnitt hinweg verteiltes, stark diffuses, helllila und grobpunk-
tiertes nichtspezifisches Farbsignal auf, das in vielen Gewebeproben rezidivierend detektier-
bar war. Dieses Farbsignal wies jedoch nie ein in der Fachliteratur vorbeschriebenes bzw. ein
zu der positiven Kontrollkohorte vergleichbares (positives oder suspektes) Ablagerungsmus-

ter auf (Gill et al. 2013), noch orientierte sich dieses an eindeutigen histologisch zuordbaren
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Strukturen. Dieses Ablagerungsmuster erinnerte an einen ,,Sternenhimmel®, sodass dieser
Begriff im weiteren Verlauf verwendet wird, um dieses wiederkehrende, diffuse Signalmuster
zu beschreiben. Um eine Kreuzreaktion des 12F10-Antikorpers nachzuweisen (s. Abbildung
9A), wurde hierfiir exemplarisch aus jedem Gewebetypus eine Gewebeprobe mit dem be-
sagten diffusen Signalmuster ausgewihlt und einer Sekundirkontrolle mit dem 3F4-Antikor-
per nach dem o. g. PET-Blot-Protokoll unterzogen. Es zeigte sich jedoch im Rahmen dieser
Sekundirkontrolle beztglich jeder Gewebeprobe ein negatives Farbsignal (examplarisch am
Tonsillengewebe s. Abbildung 9B), sodass von einer unspezifischen Kreuzreaktion des
12F10-Prionantikorpers, a. e. gegen die endogene Peroxidase in Makrophagen, ausgegangen
werden kann. Einen Uberblick iiber die ausgewihlten Gewebetypen sowie die Ergebnisse
der PET-Blot-Firbungen zeigt die Tabelle 15.

Abbildung 9: Exemplarisch am Tonsillengewebe eines sCJD-Falles: Kreuzreaktion
des 12F10-Antikorpers im Rahmen der PET-Blot-Methode (A) im Vergleich zur
negativ ausfallenden Re-Firbung des gleichen Gewebes mit dem Prionantikorper
3F4 nach dem gleichen PET-Blot-Protokoll (B).
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Tabelle 15: Uberblick iiber die ausgewihlten Gewebetypen zur Untersuchung der Kreuzre-
aktion des 12F10-Prionantikorpers inkl. Ergebnis und Schlussfolgerung

Fallnummer 12F10 3F4 Schlussfolgerung

1 / Tonsille Sternenhim- = Negativ. Kreuzreaktion des
mel 12F10.

2 / Lymphknoten | Sternenhim- = Negativ; zusitzlich Pigmentdarstellung. Kreuzreaktion des
mel 12F10.

3 / Kolon Sternenhim- | Nichtspezifisch und nicht korrelierend wie- | Kreuzreaktion des
mel derholbar. 12F10.

4 / Appendix Sternenhim- = Negativ. Kreuzreaktion des
mel 12F10.

5 / Riechschleim- | Sternenhim- = Negativ. Kreuzreaktion des

haut mel 12F10.

6 / Milz Sternenhim- | Negativ; zusitzlich Pigmentdarstellung. Kreuzreaktion des
mel 12F10.

7 / Duodenum Sternenhim- | Negativ; zusitzlich Pigmentdarstellung. Kreuzreaktion des
mel 12F10.

3.3.2 Bestitigung weiterer nichtspezifischer Farbsignale mittels des 12F10-
Prionantikorpers durch den 3F4-Prionantikérper im Rahmen der PET-Blot-
Methode

Nicht nur das in Kapitel 3.3.1 beschriebene nichtspezifische Farbsignalmuster des 12F10-
Prionantikérpers wurde durch die Utilisation des 3F4-Prionantikérpers verifiziert, sondern
auch weitere nichtspezifische Farbsignale des 12F10, sodass diese nichtspezifischen Farbsig-
nale als nichtspezifisch validiert werden konnten. So wurden mit Hilfe des 3F4 auch die Ge-
webeproben nachuntersucht, die in der Farbung mit 12F10 ein nichtspezifisches Farbsignal
im Lymphfollikel aufwiesen, welches jedoch vornehmlich dem Signal glich, das bei Forma-
linprazipitation durch fehlende Auswaschung entstand. Dieses prasentierte sich als schwar-
zes grobgepunktetes Farbsignalmuster innerhalb des Lymphfollikels (s. Abbildung 10 A).
Doch um dieses Ergebnis tatsachlich als negativ werten zu kénnen, wurden diese Gewebe-
proben - jeweils eine Probe stellvertretend fiir ein nichtspezifisches Farbsignal pro Gewebe-
typus - mit dem 3F4-Antikérper untersucht. Diese Untersuchung zeigte tberwiegend ein
negatives Farbsignal und somit keine Antikérperbindung, sondern nur noch ein Pigmentty-
pisches schwarz/braunes Farbsignal als typische Darstellung von Formalinprizipitaten bzw.
ein weiteres nichtspezifisches Farbsignal, welches konsekutiv keinen histologischen Struktu-
ren zugeordnet werden konnte, sodass diese Sekundirkontrollen mittels des 3F4-Antikor-
pers insgesamt als nichtspezifisch bis negativ gewertet werden konnten (s. Abbildung 10B).
Einen Uberblick iiber die ausgewihlten Gewebetypen sowie der Firbungen inklusive ihrer

Ergebnisse zeigt die folgenden Tabelle 16.
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Abbildung 10: Exemplarisch am Lymphknotengewebe eines sCJD-
Falles: Kreuzreaktion des 12F10-Antikorpers (A) sowie des 3F4-Anti-

korpers (B) mit im Gewebe verbliebenen Formalinpigmenten (braunli-

ches Farbsignal)

Tabelle 16: Vergleich der Sekundirkontrolle mittels des 3F4-Antikérpers zu ausgewihlten

nichtspezifischen Farbsignalen im Lymphfollikel mittels des 12F10-Antikérpers.

Fall-
num-
mer
1-1LK
(hilar)

2 - Milz

3 -Ton-
sille

12F10

Diffuses, schwarzes grob-
punktiertes Farbsignal im
Lymphfollikel
Diffuses, schwarzes grob-
punktiertes Farbsignal im
Lymphfollikel
Diffuses, schwarzes grob-
punktiertes Farbsignal im
Lymphfollikel

3F4

Nichtspezifisch mit schwar-
zem Farbsignal i. S. einer Pig-
mentdarstellung.
Nichtspezifisch mit schwar-
zem Farbsignal i. S. einer Pig-
mentdarstellung.
Nichtspezifisch mit schwar-
zem Farbsignal i. S. einer Pig-

mentdarstellung.

Schlussfolgerung

Nichtspezifisch bei Kreuz-
reaktion mit Formalin und
Pigment

Nichtspezifisch bei Kreuz-
reaktion mit Formalin und
Pigment

Nichtspezifisch bei Kreuz-
reaktion mit Formalin und

Pigment

Weiterhin zeigte sich in verschiedenen Gewebeschnitten des peripheren sCJD-Gewebes un-

ter Utilisation des 12F10-Antikorpers im Rahmen der PET-Blot-Methode ein grobpunktier-

tes, unscharf begrenztes helllila Farbsignal, welches sich diffus im bindegewebigen Stroma

tber den gesamten Gewebeschnitt verteilte (s. Abbildung 11A). Auch hier wurden wieder,

pro Gewebetypus dieses Farbsignal zeigende Gewebeproben ausgewihlt und der Sekundar-

kontrolle mit dem 3F4-Antikérper unterzogen. Diese zeigte in der Gesamtheit ein negatives

Ergebnis (s. Abildung 11B), sodass das vormals nichtspezifische Farbsignal als Kreuzreak-

tion des 12F10-Antikorpers, a. e. mit Fibrozyten des bindegewebigen Stromas, gewertet wer-

den konnte. Einen Uberblick iiber diese Ergebnisse zeigt die folgenden Tabelle 17.
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Abbildung 11: Exemplarisch an dem Appendixgewebe eines sCJD-Falles:

Kreuzreaktion des 12F10-Antikérpers (A) im Vergleich zum negativen Ergeb-

nis der Re-Fiarbung des gleichen Gewebes mit dem 3F4-Antikorper (B).

Tabelle 17: Uberblick tiber die Sekundirkontrolle mittels des 3F4 ausgewihlter nichtspezi-

fischer Farbsignale mittels des 12FF10 innerhalb eines Lymphfollikels, welche als Kreuzreak-

tion gewertet wurden.

Fallnummer

1 - terminales Ileum

2 - Appendix

3 - Magen

4 - Duodenum

12F10

Diffus iiber den Gewebe-
schnitt verteiltes, unscharf
begrenztes hellila Farbsig-
nal im bindegewebigen
Stroma

Diffus tber den Gewebe-
schnitt verteiltes, unscharf
begrenztes hellila Farbsig-
nal im bindegewebigen
Stroma

Diffus tber den Gewebe-
schnitt verteiltes, unscharf
begrenztes hellila Farbsig-
nal im bindegewebigen
Stroma

Diffus tber den Gewebe-
schnitt verteiltes, unscharf
begrenztes hellila Farbsig-
nal im bindegewebigen

Stroma

3F4

Negativ.

Negativ.

Negativ.

Negativ.

Schlussfolgerung
Kreuzreaktion des 12F10, a.e. mit
Fibrozyten des bindegewebigen

Stromas.

Kreuzreaktion des 12F10, a.e. mit
Fibrozyten des bindegewebigen

Stromas.

Kreuzreaktion des 12F10, a.e. mit
Fibrozyten des bindegewebigen

Stromas.

Kreuzreaktion des 12F10, a.e. mit
Fibrozyten des bindegewebigen

Stromas.

Abschlieend wurden weitere nichtspezifische Farbsignale des 12F10 mit Hilfe des 3F4-An-

tikopers kontrolliert, die ebenfalls dann als nichtspezifisch oder sogar als negativ gewertet

werden konnten, sodass auch hier das vormals nichtspezifische Ergebnis validiert und somit

bestatigt werden konnte, dass keine PrP*-Ablagerungen innerhalb dieser Gewebeschnitte
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detektierbar waren. Einen Uberblick iiber diese Gewebetypen, die nichtspezifischen Farb-

signale und die Ergebnisse zeigt die folgende Tabelle 18.
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Abbildung 12: Exemplarisch am GALT-Gewebe des terminalen Ile-
ums eines sCJD-Falles: Kreuzreaktion des 12F10-Antikérpers mit
dem Drisenepithel (A Pfeil) im Vergleich zum negativen Ergebnis
nach Re-Firbung des gleichen Gewebes mit dem 3F4-Antikérper

B).

Tabelle 18: Kontrolle weiterer nichtspezifischer Farbsignale des 12F10 mittels des 3F4, wel-

che als nichtspezifisch bzw. negativ gewertet wurden

Fallnummer 12F10 3F4 Schlussfolgerung

1- N. trigemi- Nichtspezifisch: Negativ. Nichtspezifisch:

nus/LK axillir = Grobpunktierte, dunkelviolette Sig- Kreuzreaktion des 12F10
nale mit hellem Hof und 3F4

2 - Rektum Nichtspezifisch: Negativ. Kreuzreaktion des 12F10.

Grobpunktierte, helllila Farbsignale
am Kryptengrund
3 - terminales Nichtspezifisch: Negativ (s. Kreuzreaktion des 12F10,
Ileum Grobpunktiert helllila Farbsignale aus- = Abbildung 12 | a. e. mit Driisenepithel
gehend von Becherzellen und Drisen- | B)
strukturen (s. Abbildung 12 A)
4 - Magen Nichtspezifisch: Negativ. Kreuzreaktion des 12F10
Grobpunktierte helllila Farbsignale und 3F4

aus dem Lumen

3.3.2.1 Zusammenfassung der Sekundirkontrolle nichtspezifischer Farbsignale des 12F10-
Antikoérpers mittels des 3F4-Antikorpers im Rahmen der PET-Blot-Methode

Die nichtspezifischen Farbsignale des 12F10-Prionantikérpers konnen insgesamt durch die
mittels der PET-Blot-Methode durchgefiihrten Sekundirkontrollen unter Ultilisation des
3F4-Prionantikorpers als nichtspezifische Farbsignale bestitigt werden. In Zusammenschau

bedeutet dieses Ergebnis, dass mit Hilfe dieser Prionantikbrper PrP*-Ablagerungen
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innerhalb des LRS inklusive des GALT und in dem tberwiegenden Anteil der peripheren
nervalen Strukturen nicht nachgewiesen werden kénnen und die hier beschriebenen Signal-
muster als Kreuzreaktion des 12F10 bzw. des 3F4 und somit als Hintergrundreaktion gewer-

tet werden konnen.

3.4 Detektion der PrP*>-Ablagerungen im LRS und in weiteren
peripheren Geweben mit Hilfe der PET-Blot-Methode im
Kontrollgewebe

3.41 PrP*-Detektion in humanen Gewebeproben als Negativkontrollkollektiv

Die in Kapitel 2.1.1.2 aufgelisteten Gewebetypen der neurodegenerativen Erkrankungen (s.
Tabelle 3) wurden nach dem gleichen PET-Blot-Protokoll behandelt, gefirbt und die detek-
tierten Farbsignale nach der gleichen Systematik (s. Kapitel 2.2.4.3) klassifiziert, sodass die
Vergleichbarkeit zu den untersuchten Gewebeschnitten der sCJD-Fille gewihrleistet war.
Bei herabgesetzter Farbungsintensitit, jedoch durchgingig eindeutig positiv ausfallender mit-
gefithrter Positivkontrolle in Form von PrP*-positivem Hirngewebe, fiel die Mehrheit der
Gewebeproben eindeutig negativ aus. Bei insgesamt herabgesetzter Farbungsintensitit fiel
auch die Hintergrundreaktion schwicher aus und nur vereinzelt auf. So wurde jedoch auch
hier bei nichtspezifischem Farbsignal beziechungsweise dem Nachweis des als Kreuzreaktion
klassifizierten ,,Sternenhimmels® an ausgewahlten Fillen eine Sekundirkontrolle mit dem
3F4- Prionantikérper durchgefihrt, die jedoch in allen Fillen eindeutig als negativ zu werten
war. Zusammenfassend konnten keine PrP*-Ablagerungen in den Gewebeproben der hier
untersuchten neurodegenerativen Erkrankungen nachgewiesen werden (exemplarisch fir die
Negativ-Kontrollgewebe s. Abbildung 13). Aulerdem zeigte dieses Ergebnis in Zusammen-
schau mit der mitgefithrten Positivkontrolle, dass nur die PrP*-Ablagerungen und keine an-
deren amyloiden Ablagerungen, wie sie z. B. im Falle der Alzheimer-Erkrankung bzw. ande-

ren Proteinaggreationserkrankungen vorliegen, als Farbsignal anzeigt wurden.

Abbildung 13: Negatives Ergebnis der PET-Blot-Firbung mit dem 12F10-Antikérper des

Lymphknotengewebes eines Alzheimer-Patienten
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3.4.2 PrP*-Detektion in klassischen Scrapie-Gewebeproben als
Positivkontrollkollektiv

Einen Uberblick tiber die hier verwendeten Gewebetypen, ihren Genotyp sowie ihr Ge-
schlecht gibt die Tabelle 4. Ich erhielt dieses Gewebe bereits nach publiziertem PET-Blot-
Protokoll gefirbt auf Nitrozellulosemembranen (s. Kapitel 2.1.1.3), sodass diese mit Hilfe
des Auflichtmikroskops (s. Tabelle 6) ausgewertet werden konnten (s. Kapitel 2.2.4.3 und
Tabelle 10 und 11). Die hier untersuchten peripheren Gewebe blieben auf das lymphatische
Gewebe der klassischen Form der Scrapie-Schafe beschrinkt, da dies als die benétigte Posi-
tivkontrolle fiir die initiale Zielsetzung - der Detektion von PrP*-Ablagerungen im RS von
sCJD Fillen mit Hilfe der PET-Blot-Methode - diente. Aus der Literatur war bekannt, dass
sich PrP*-Ablagerungen im LLRS von diesen Tieren mit Hilfe der PET-Blot-Methode sehr
sensitiv detektieren lieen (s. Kapitel 1.7.1.4), sodass ich an fiinf ausgewihlten Scrapie-Fillen
das Milz-, Tonsillen-, Lymphknoten-, Appendix-/terminales Illeum- und GALT-Gewebe auf
diese Ablagerungen, mit Hilfe des gleichen PET-Blot-Protokolls wie in Kapitel 2.2.4.2 ange-
geben, auswertete. Bei diesen als Fremddienstleistung erhaltenen Gewebeproben konnte
nicht naher zwischen solitirem Appendixgewebe und Appendixgewebe inklusive Gewebe
des terminalen Ileums unterschieden werden, sodass diese beztiglich der Auswertung gleich-
gesetzt wurden. Auch hier konnten die ebenfalls als Fremddienstleistung erhaltenen HE-
Priparate der untersuchten Gewebe zum strukturellen Vergleich, zur Quantifizierung des
vorhandenen lymphatischen Gewebes sowie zum Ausschluss einer granulozytiren inflamm-
atorischen Reaktion herangezogen werden, wobei auch hier eine Inflammation des vorhan-
denen Gewebes in jedem Fall ausgeschlossen werden konnte. Zusitzlich muss angemerkt
werden, dass nicht alle Gewebetypen des LRS im Falle einer Scrapie-Infektion parallel einen
positiven PrP*-Nachweis erbringen mussten, was in dieser Untersuchung ebenfalls der Fall
war. Die hier untersuchten Gewebetypen des LRS zeigten die typischen, in der Literatur
vorbeschriebenen (s. Kapitel 1.7.1.4) feingepunkteten PrP*-Ablagerungen mit einem distink-
ten dunkellila Farbsignal (s. Abbildung 14), wobei diese beziiglich des Tonsillen- und Lymph-
knotengewebes i. d. R. auf das Keimzentrum der Sekundirfollikel beschrinkt waren. Im
Milzgewebe fanden sich diese Ablagerungen ebenfalls zentral im, aber auch ringférmig um
das Keimzentrum der Follikel. Eine Besonderheit stellte das GALT des Duodenums, Je-
junums, lleums und des Kolons dar. Hier zeigten sich die PrP*-Ablagerungen nicht nur in
den Keimzentren der Lymphfollikel, sondern auch vereinzelt im lymphatischen Gewebe des
subepithelialen Doms, jedoch in der Mehrheit in den enterischen Nervenplexus der Darm-
wand (PL. Myentericus=Auerbach-Plexus/ Pl. Submukosus=Meissner-Plexus), wobei der
Meissner-Plexus zwischen der Tunica mukosa und der Tunica muscularis und der Auerbach-
Plexus innerhalb der Tunica muscularis, zwischen der longitudinalen und zirkuldren Musku-
latur zu finden war. Die oval geformten PrP*-Ablagerungen des Auerbach-Plexus zeigten
typischerweise feingepunktete bis feinretikulierte lingliche Ablagerungsmuster innerhalb der
Tunica muscularis. Einen Uberblick iiber die hier beschrieben PrP*-Ablagerungen der jewei-

ligen Gewebetypen zeigt die Tabelle 19.
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Abbildung 14: Positiver PrP*-Nachweis im LRS von klassischer Scrapie-Schafen: A: PrP*-
Nachweis im Zentrum des Lymphfollikels der Milz; B: PrP*-Nachweis im Keimzentrum der
Lymphfollikel der Tonsille; C: PrP*-Nachweis im Keimzentrum des Lymphfollikels im Lymph-

knoten; D: PrP*-Nachweis im Auerbach-Plexus des terminalen Ileums; E: PrP*-Nachweis im
Auerbach-Plexus und im Meissner-Plexus (Pfeil) im Kolon; F: PrP*-Nachweis im diffusen lym-
phatischen Gewebe subepithelial im Dom des Duodenums gelegen.
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Tabelle 19: Uberblick iiber die verwendeten Gewebetypen der klassischen Scrapie in Scha-

fen und die semiquantitative Auswertung der PrP*-Ablagerungen.

Fall-Nr. | Genotyp/Geschlecht | Lymph | Milz | Appendix/ | GALT Tonsille
knoten term. Ileum
1 ARQ/VRQ/minnlich +++ ++ +++ +++ ++++
(Duodenum)
++ (Kolon asc.)
2 ARQ/ARQ/weiblich +++ +++ |+ + (Duodenum) negativ
+++ + (Kolon)
3 ARQ/ARQ/minnlich +++ +++ | A+ +++ -
4 ARQ/ARQ/weiblich ++++ | ++ +++ ++++ negativ
++++
5 ARQ/ARQ/weiblich +++ - - - ++
Gesamt n=7 n=4 n=4 (+ bis n=06 (+ bis n=4
(+++ (++ +++) ++++) (negativ
bis bis bis
FH+4) | ++4H) ++++)

3.5 Zusammenfassung der PrP*-Detektion im LRS von sCJD-Fillen

im Vergleich zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen und
der klassischen Scrapie mit Hilfe der PET-Blot-Methode

In Gesamtschau der o. g. Ergebnisse beztglich der PrP*-Detektion im LRS von sCJD-Fillen
im Vergleich zu anderen humanen neurodegenerativen Erkrankungen sowie der iCJD und
der klassischen Scrapie in Schafen, konnte die bisherige in der Literatur vorherrschende An-
nahme bestitigt werden, dass mit Hilfe heutiger PrP*-Detektionsmethoden inkl. der PET-
Blot-Methode keine PrP*-Ablagerungen im LRS von sCJD-Fillen detektiert werden kénnen,
obwohl diese Methode in Anbetracht der Ergebnisse beztiglich der LRS-Gewebetypen der
klassischen Scrapie in Schafen sehr distinkt die PrP*-Ablagerungen detektierte. Beztiglich der
LRS-Gewebetypen von klassischer Scrapie in Schafen zeigten die Farbsignale der PET-Blot-
Methode ein feingepunktetes bis feinretikuliertes, dunkellila PrP*-Ablagerungsmuster in den
Keimzentren der Sekundirfollikel in Tonsille, Lymphknoten, im PALS der Milz, dem ente-
rischem Nervenplexus sowie vereinzelt im GALT inklusive des diffusen lymphatischen Ge-
webes im subepithelialem Dom. Weiterhin konnte in einer Linie mit der Fachliteratur gezeigt
werden, dass ein PrP*-Nachweis in nervalen Strukturen in peripheren Nerven (N. ischiadi-
cus) sowie in der olfaktorischen Mukosa in sCJD-Gewebeproben mit Hilfe der PET-Blot-
Methode unter Utilisation des 12F10-Antikorpers erfoglreich gelang. Ein Nachweis von an-

deren Proteinaggregaten, z. B. im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung bzw. eine
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Fehldiagnose beztiglich anderer humaner neurodegenerativer Erkrankungen ist mit Hilfe der
PET-Blot-Methode nicht moglich, da der PrP*-Nachweis mit dieser Methode eindeutig ne-
gativ ausfiel. Einen zusammenfassenden Uberblick iiber die in dieser Untersuchung erhobe-
nen Befunde zeigt die Tabelle 20.

Tabelle 20: PrP*-Ablagerungen im LRS und in weiteren ausgewahlten peripheren Geweben
in sCJD-Fillen im Vgl. zur klassischen Scrapie, iatrogener sCJD, neurodegenerativen Erkran-
kungen mit Hilfe der PET-Blot-Methode (Prionantikérper 12F10, 3F4, ICSM-18)

Diagnose Tonsille Milz | Lymphknoten | Appendix | GALT Riechschleimhaut | Periphere
Nerven

Klassische 2/4 4/4 | 7/7 4/4+ 6/6 0/0 0/0

Scrapie

latrogene 0/1 0/1 0/3 0/0 0/6* 0/0 0/0

CJD

Sporadische 0/12 0/17 | 0/52 0/10 0/42+% | 1/16 1/6

CJD!

Hereditire - - - - - - -

CJD

M. Alzheimer? | 0/1 0/2 |0/5 0/1 0/10% | 0/1 0/0

Andere 0/3 0/3 |0/13 0/0 0/10 0/6 0/0

neurologische

Erkrankungen3

1 Schilddriise:0/1; N. ischiadicus:0/1; N. vagus: 0/1; N. trigeminus: 0/1; Ggl. Pelvicum: 0/1; Ggl. Coelicaum: 0/1; N. laryngeus recurrens: 0/1; Vesica: 0/1;
Haut: 0/9; Parotis: 0/6; Nebenniere: 0/1; Pancreas: 0/1

2 Parotis: 0/1; Haut:0/2;

3 Haut: 0/3; N. radialis: 0/1

T Klassische Scrapie: Appendix und terminales Tleum

* Duodenum: 0/1; Magen: 0/1; Osophagus: 0/1; Jejunum: 0/1; lleum: 0/1; Rektum: 0/1

#* Jejunum: 0/3; lleum: 0/17; Duodenum: 0/8; Kolon: 0/4; Rektum: 0/1; Magen: 0/6; Osophagus: 0/1

% Duodenum: 0/3; Tleum: 0/3; Jejunum: 0/1; Rektum: 0/1; Kolon: 0/1; Magen: 0/1
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4 Diskussion

4.1 Die Griinde fiir die Durchfiihrung der vorliegenden

Untersuchung

,»We found that if, in the appropriate clinical context, a tonsil biopsy sample was positive
for PrP*, variant CJD could be diagnosed, which obviates the need for a brain biopsy sample
to be taken. Our results also show that variant CJD has a different pathogenesis to sporadic*
(Hill et al. 1999).

Dieses Zitat entstammt der Veroffentlichung von Hill et al. aus dem Jahre 1999, nachdem
intensiv nach einer Moglichkeit gesucht wurde, die 1996 zum ersten Mal detektierte Variante
der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankungen anders als durch Western-Blot oder immunhistoche-
mische Methoden anhand einer Hirnbiopsie diagnostizieren zu kénnen (Collinge et al. 1996).
Bisher galt, dass die menschlichen Prionerkrankungen nur durch eine histologische Analyse
einer Hirnbiopsie sicher diagnostiziert werden konnten. Bei der sporadischen und damit klas-
sischen Form der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankungen kam helfend hinzu, dass das EEG ein
tir die Erkrankung distinktes Signalmuster ergab, dass die Liquoruntersuchung auf das 14-
3-3-Protein einen entscheidenden Hinweis lieferte oder dass das MRT hyperintense Signale
in spezifischen Hirnbereichen lieferte. Diese entscheidenden Hinweise fehlten jedoch bei der
vCJD, genauso wie eine eindeutige, sich von psychiatrischen Erkrankungen unterscheidende
Klinik. Aus den Erkenntnissen der Scrapie-Forschung wusste man, dass man in experimen-
tell mit dem Scrapie-Agens infizierten Schafen bereits praklinisch in den Tonsillen PrP*
nachweisen konnte (Fraser und Dickinson 1970; Schreuder et al. 1996). Hill et al. fihrten im
Jahr 1997 eine immunhistochemische Untersuchung von Tonsillengewebe einer 35-jahrigen
verstorbenen Patientin durch, die sich anfangs mit einer Depression vorstellte und im Ver-
lauf eine Ataxie, Hyperreflexie, einen Gedichtnisverlust bishin zur Demenz entwickelte und
nach einem 14-monatigen Krankheitsverlauf verstarb (Hill et al. 1997). Hier zeigte sich ein
immunhistochemischer Nachweis von PrP* mit Hilfe des Prionantikérpers 3F4 im Keim-
zentrum subepithelial gelegenen Lymphgewebes. Die angefirbten Zellen zeigten die typische
Konformation von follikuliren Zellen und auch der PrP*-Nachweis mit Hilfe des Western-
Blots fiel positiv aus (Hill et al. 1997). Zwei Jahre spiter fithrten Hill et al. eine auf Tonsillen,
Milz und Lymphknoten ausgeweitete und mit deutlich mehr Gewebeproben ausgestatte Un-
tersuchung von vCJD-Patienten durch (Hill et al. 1999a). Hier konnte das PrP* mit Hilfe
von immunhistochemischen Methoden mit den Antikorpern 3F4, 12F10 und KG9 nach
entsprechender Vorbehandlung vornehmlich in den Keimzentren des lymphatischen Gewe-
bes detektiert und die PrP*-enthaltenden Zellen durch Korrelation mit den HE-Praparaten
bestimmt bzw. mit entsprechenden Antikérpern (z.B. S100 zur Detektion Schwann’scher
Zellen im Rahmen der IHC) niher charakterisiert werden. Hier zeigte sich zu dem Ergebnis
aus dem Jahr 1997 (s. oben) ein konkordantes Ergebnis beziiglich der Lokalisation des PrP*
in follikuliren Zellen. Mit Hilfe der Western-Blot-Methode (Prionantikérper 6H4) konnte
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das detektierte PrP* dann charakterisiert werden. Zusitzlich konnten Hilton et al. 1998 das
PrP* ebenfalls im Keimzentrum lymphatischen Gewebes im Appendix eines im Verlauf an
vC]D verstorbenen Patienten nachweisen. Auch hier kolokalisierte das PrP* mit den folliku-
liren dendritschen Zellen (Hilton et al. 1998) und steht somit wieder in einer Reihe mit den
o. g. Ergebnissen von Hill et al.. Eine andere Studie von Kawashima et al. aus dem Jahre
1997 (Kawashima et al. 1997) unterstiitzt das Ergebnis von Hill et al. (Hill et al. 1999), die
vCJD anhand des immunhistochemischen Nachweises von PrP* im Tonsillengewebe diag-
nostizieren und hierdurch klar von der sporadischen Form abgrenzen zu kénnen. Im Ge-
gensatz hierzu konnte von beiden Arbeitsgruppen kein PrP* in dem entsprechenden Ge-
webe von Patienten mit sCJD, iCJD, hereditiren Prionerkrankungen oder anderen neurode-
generativen Erkrankungen detektiert werden (Hill et al. 1999), sodass als Schlussfolgerung
das o. g. Zitat niedergeschrieben wurde. Hieraus schlussfolgern Hill et al., dass sich diese
beiden genannten humanen Prionerkrankungen entscheidend in ihrer Pathogenese und da-
mit der Rolle des lymphatischen Gewebes voneinander unterscheiden (Hill et al. 1999). Der
Grund fir diesen entscheidenden Unterschied ist bislang unklar — als Griinde werden Un-
terschiede durch Prionstimme, durch den First-Pass-Mechanismus bei oraler Aufnahme (ein
Nachweis von PrP* in lymphatischem Gewebe bei iCJD fehlt bislang) und somit aufgrund
unterschiedlicher Transmissionsrouten oder durch Anderungen aufgrund der Speziesbarri-
ere vorgeschlagen (Hill et al. 1999). Interessanterweise konnten Studien von Wells et al. aus
dem Jahr 1994 zeigen, dass Rinder, die oral BSE-Erreger aufnahmen, sechs Monate nach
Exposition im distalen Ileum bereits einen positiven Nachweis fir PrP* in den Peyerschen
Plaques zeigten, obwohl klinisch noch keine Krankheitssymptome vorlagen. Dies steht in
einer Linie mit dem Nachweis von PrP* von Hilton et al. im GALT des Appendix eines
spater an vC]D verstorbenen Patienten. Dieser lie3 zwei Jahre vor Einsetzen klinischer
Symptome eine Appendektomie durchfithren. Anhand dieses Gewebes lie3 sich nach post-
mortaler Diagnosesicherung mit Hilfe der Prionantikérper 3F4 und KG9 das PrP* hier nach-
weisen (Hilton et al. 1998). Daraus schlossen Hill et al. 1999, dass es durch den immunbhis-
tochemischen Nachweis sowie mit Hilfe der Western-Blot-Methode méglich war, potentielle
Organspender, Stammzellenspender oder Blutspender auf das Votliegen von PrP* zu sereenen
und somit von diesen Spenden auszuschlieBen (Hill et al. 1999), da diese Produkte von vCJD-
Patienten, im Gegensatz zu sCJD-Patienten, ein hohes Risiko trugen, diese Prionerkrankung
weiter zu Ubertragen. Sie riumten jedoch ein, dass dies bislang nur fiir die vCJD angenom-
men wird, da ein Nachweis von PrP* im lymphatischen Gewebe fir die sCJD mit den bis-
herigen Methoden noch nicht gelungen war (Hill et al. 1999). Eine Untersuchung dieses
sCJD-Gewebes mit der PET-Blot-Methode, die ebenfalls einen positiven Nachweis fir PrP*
in vCJD erbringt sowie im lymphatischen Gewebe von Scrapie oder BSE, und die die sensi-
tivste Methode fur die Detektion von PrP* aktuell darstellt, fehlt bislang, sodass sich diese

Arbeit diesem Ziel widmet.



4 Diskussion 68

4.2  Kritische Auseinandersetzung mit Untersuchungsmaterial und

Untersuchungsmethoden dieser Arbeit

4.2.1 Untersuchungsmaterial

4.2.1.1 sCJD-Gewebe

Das fiir diese Untersuchungen verwendete humane Gewebe entstammt der Gewebebank
der Abteilung fir Neuropathologie der Universititsmedizin Gottingen mit gesicherter Diag-
nose einer sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung. In den 18 hier verwendeten Gewe-
beproben werden insgesamt drei Genotypen der méglichen sechs der sCJD erfasst (129MM
Typ 110=9; 129MV Typ 2 n=4; 129VV Typ 2 n=5), sodass kein Anspruch auf Vollstindigkeit
in dieser Studie aufgrund der genotypischen Variabilitit innerhalb der sCJD erhoben werden
kann. Jedoch darf behauptet werden, dass die haufigsten Genotypen in ausreichender Anzahl
prasentiert und untersucht worden sind. Des Weiteren muss angemerkt werden, dass auf-
grund der erhaltenen Dienstleistung die Behandlung der Gewebe variierte, sodass z. T. starke
Formalinprizipitate im Gewebeschnitt bei geringer Auswaschung nach Fixierung imponie-
ren, die mit dem Farbsignal der PET-Blot-Methode interferieren. Hier darf jedoch angemerkt
werden, dass dieses Farbsignal briunlich flichig erscheint, wohingegen das PrP*-Farbsignal
gut durch seine distinkte dunkellila Farbgebung in verschiedenen Ablagerungsmustern abge-

grenzt werden kann.

4.2.1.2 LRS-Gewebe klassischer Scrapie als Positivkontrolle

Die fiir diese Untersuchung verwendeten Gewebeschnitte aus Schafen mit der klassischen
Scrapie-Erkrankung erhielt ich dankenswerterweise von Frau Dr. med. vet. Wiebke Wem-
heuer. Diese waren bereits mit der PET-Blot-Methode und dem Prionantikérper P4 in dem
Zeitraum zwischen 2007 und 2011 gefirbt. Die zeitliche Differenz vom Firbevorgang bis
zur aktuellen Auswertung kann in einigen Fillen zum Nachtdunklen des Farbsignals gefithrt
haben, was jedoch die Auswertung nicht gestort oder erschwert hat. Aufgrund der bekannten
starken PrP*-Ablagerung im LRS, ihrer sehr guten Detektierbarkeit mit Hilfe der PET-Blot-
Methode sowie der Ahnlichkeit beztiglich der Prionablagerungen der klassischen Scrapie mit
dem sCJD-Typen 2 (v.a. VV2 und MV2 cher als MM2) (Wemheuer et al. 2009b) konnte
dieses Gewebe sehr gut als Positivkontrolle herangezogen werden. Ich verzichtete auf die
Verwendung von atypischen/Notr98-Scrapie-Fillen, da nicht der genaue Vergleich dieser Va-
riante mit der sCJD- Typ 1 das Ziel dieser Arbeit war, sondern das Scrapie-Gewebe lediglich
als Positiv-Kontrolle der Detektierbarkeit von PrP* im LRS mit Hilfe der PET-Blot-Me-
thode diente. Deswegen zeigt diese Arbeit auch nicht die ganze Bandbreite der genotypischen
und phinotypischen Variabilitit der Scrapie-Erkrankung, sondern finf ausgewihlte Fille mit
dem hiufigen Genotyp ARQ/ARQ (n=4) sowie ARQ/VRQ (n=1).
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4.2.1.3 Negativkontrollgewebe

Die fir diese Untersuchung als Negativkontrollgewebe verwendeten Gewebeschnitte ent-
stammen, wie die sCJD-Fille, der Gewebebank der Abteilung fiir Neuropathologie der Uni-
versititsmedizin Gottingen mit gesicherter Diagnose der jeweiligen Erkrankung. Ziel der Ar-
beit war die Bestitigung bzw. Widerlegung der in der Fachliteratur bestehenden Annahme
des Fehlens von PrP* im LRS in sCJD-Fillen im Vergleich zu vCJD-Fillen mit Hilfe der
sensitiven PET-Blot-Methode, sodass auf die Inklusion von hereditiren Prionerkrankungen
verzichtet wurde. Aufgrund der Subsummierung in die gleiche Kategorie der erworbenen
Prionerkrankungen wurde ein Fall der iatrogenen CJD miteingeschlossen, der ebenfalls, kon-

kordant zu den publizierten Ergebnissen in der Literatur (s. Kapitel 1.6.3.6), negativ ausfiel.

4.2.2 Untersuchungsmethode

4.2.2.1 PET-Blot-Methode

Im Vergleich zu den bisher zum PrP*-Nachweis bei sCJD-Fillen angewendeten konventio-
nellen immunhistochemischen Methoden wie dem Western-Blot zeigte die PET-Blot-Me-
thode eine erhohte Sensitivitit des PrP*-Nachweises, was aus Studien beztglich der BSE
oder experimentell infizierter Méuse ersichtlich wurde (Taraboulos et al. 1992; Schulz-
Schaeffer et al. 2000a; Ritchie et al. 2004; Lezmi et al. 2006b). Ein weiterer Beleg hierfiir
entstammt dem Bereich der humanen Prionerkrankungen - die PET-Blot-Methode detek-
tierte PrP* im ZNS von sCJD-Patienten (129VV-Typ 1) in der GroB3hirnrinde, dem Corpus
striatum sowie im Cerebellum im Gegensatz zu konventionellen immunhistochemischen
Nachweismethoden, die diesen VV1-Fall vormals als negativ deklariert hatten (Schulz-
Schaeffer et al. 2000b). Hieraus wird ersichtlich, dass die PET-Blot-Methode beziiglich des
Gewebes von sCJD-Fillen eine niedrigere Detektionsschwelle aufweist als die iibrigen Me-
thoden. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die bessere Detaildarstellung, wohingegen
jedoch die zellulire Zuordnung der detektierten Ablagerungen erschwert ist, sodass immer
ein HE-Priparat oder ein immunhistochemischer Nachweis mit spezifischen, gegen das ver-
dichtigte Gewebe gerichteten Antikérpern (z. B. S100 gegen Schwann’sche Zellen) mit an-
gefertigt werden muss, was im Rahmen dieser Untersuchung erfolgt ist. Das HE-Priparat
wird aullerdem bendtigt, um plaqueartige PrP*-Ablagerungen tatsichlich als Plaques einstu-
fen, um lymphatische Strukturen erkennen und quantifizieren und eine Entziindungsreaktion
im Gewebe ausschlieBen zu kénnen. Hinzukommend muss bei den Gewebeproben auf den
Nitrozellulosemembranen auf die sachgemifle Aufbewahrung geachtet werden, damit kein

Nachdunkeln des Farbsignals oder eine mechanische Schiadigung auftritt.

4.2.2.2 PET-Blot-Methode und der PrP*-Nachweis im lymphatischen Gewebe

Die PET-Blot-Methode zeigt bei klassischen Scrapie-Fillen, die auch hier als Positivkontroll-
gewebe verwendet wurden, einen deutlichen PrP*-Nachweis im peripheren Gewebe
(Lymphknoten, Milz, Tonsillen, GALT) (Wembheuer et al. 20092). Wie bereits in Kapitel
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4.2.2.1 angemerkt, sollte die PET-Blot-Methode angewendet werden, um das ZNS-Gewebe
von sCJD-Patienten auf PrP*-Ablagerungen zu untersuchen, zu quantifizieren und zu cha-
rakterisieren. Hiernach kann angenommen werden, dass auch im peripheren Gewebe die
PET-Blot-Methode eine niedrigere Detektionsschwelle aufweist als konventionelle immun-
histochemische Methoden und somit besser geeignet ist, um dieses Gewebe, insbesondere

das LRS, auf PrP* zu untersuchen, was jedoch bislang ausgeblieben ist.

4.2.2.3 Bestitigung und Einordnung der PrP*-Negativitit im LRS von sCJD-Fillen

Aufgrund des negativen PrP*-Nachweises im LRS-Gewebe von sCJD-Fillen in der Literatur
mit Hilfe konventioneller immunhistochemischer Methoden (s. Kapitel 1.6.2.4, 1.9) - sowie
in dieser Studie prasentiert - muss angenommen werden, dass tatsichlich kein PrP* im LRS
von sCJD-Fillen vorhanden ist oder dieses unterhalb der Detektionsschwelle der aktuell
existierenden Nachweismethoden vorliegt. Passend zu letzterer These muss angemerkt wer-
den, dass die PET-Blot-Methode bei der atypischen/Notr98-Scrapie ebenfalls keinen PrP*-
Nachweis im LRS (Tonsillen, Lymphknoten, Milz) erbringen konnte (Wemheuer et al.
2009a), obwohl ein Bioassay dieses als positiv deklarierte (Andreoletti et al. 2008). Somit
scheint die Detektionsschwelle der Bioassay-Methode niedriger als die der PET-Blot-Me-
thode auszufallen und es wire interessant, die im LRS als negativ gewerteten sCJD-Fille

nochmals mit Hilfe der Bioassay untersuchen zu lassen.

4.2.2.4 Finordnung der positiven Farbsignale der olfaktorischen Mukosa bzw. peripherer

nervaler Strukturen

Die in Kapitel 3.2.3 beschriebenen positiven Farbsignale in der olfaktorischen Mukosa bzw.
im N. ischiadicus, wiesen eindeutige morphologische Parallelen zu den faden- oder perl-
schnurartigen PrP°-Ablagerungen, die von Ford et al. 2002 in Axonen und ihrer angeglieder-
ten Schwannzellen des N. ischiadicus von adulten Miusen beschrieben und publiziert wor-
den waren (Ford et al. 2002) bzw. zu den immunhistochemisch detektierten PrP*-Ablage-
rungen im enterischen Nervensystem oral mit Scrapie infizierter Hamster (Beekes und
McBride 2000) auf. Und tatsichlich konnten mit Hilfe der Immunhistochemie und dem An-
tikorper S100B Schwann’sche Zellen in den im Kapitel 3.2.3 genannten positiven Geweben
nachgewiesen werden, sodass die in Kapitel 3.2.3 detektierten Farbsignale in Konkordanz
mit der publizierten Fachliteratur als positiv gewertet werden konnten, obwohl diese positi-
ven Ergebnisse in angeschlossenenen Untersuchungen mit Hilfe etablierter Prionantikérper
nicht wiederholt werden konnten. Dies kann vermutlich auf die Tatsache zurtickgefithrt wer-
den, dass diese Ablagerungen so gering ausgeprigt waren, dass sie in den nichsten Gewebe-
schnitten nicht mehr vorhanden waren bzw. unterhalb der Detektionsschwelle lagen oder,
dass die als Kontrollschnitt gefirbte Nitrozellulosemembran den nichstfolgenden Gewebe-
schnitt nicht enthielt. Letzteres kénnte auch fiir die nicht korrelierende immuhistochemische
Kontrolle ursichlich sein. Somit wiren beztglich dieser vereinzelten Farbsignale in der ol-

faktorischen Mukosa bzw. in peripheren nervalen Strukturen der sCJD-Fille, weiterfithrende
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und auf diese Frage ausgerichtete Untersuchungen mit Hilfe der PET-Blot-Methode interes-

sant.

4.2.2.5 Finordnung der als Hintergrundreaktion gewerteten Farbsignale des 12F10-
Prionantikorpers in Gewebeproben der sCJD-Fille sowie im Gewebe der humanen
Kontrollfalle

Der Vergleich der Hintergrundreaktionen des 12F10-Prionantikérpers beziiglich der sCJD-
Fille und der humanen Kontrollfille bei gleichem hier durchgefihrtem Behandlungs- und
Farbeprotokoll (s. Kapitel 2.2) und gleichem ausgewahltem Gewebetypus zeigt, dass die Hin-
tergrundreaktionen im Falle des humanen negativen Kontrollkollektivs insgesamt schwicher
ausfillt, obwohl die gleichen Epitope prisentiert werden. Dies wird vornehmlich der insge-
samt herabgesetzten Firbungsintensitit des Kontrollgewebes geschuldet sein, was vermut-
lich auf die hier nicht indizierte Dekontamination der Gewebe mit Ameisensdure zuriickzu-
fuhren ist. Dieser bei Prioninfiziertem Gewebe indizierte Dekontaminationsschritt erhéht
vermutlich durch die Proteinalteration die unspezifischen Bindungsreaktionen. Zu dieser
Vermutung passend zeigt das humane negative Kontrollgewebe der iatrogenen CJD ein im
Vergleich zu den anderen neurodegenerativen Erkrankungen starker ausfallendes Farbsignal

und stirkere Hintergrundreaktionen.

4.3 Einordnung in die inhaltliche Diskussion

4.3.1 Die humanen Prionerkrankungen und das lymphatische System

Die mogliche Beteiligung des lymphoretikuliren Systems im Rahmen von TSEs wurde erst-
mals durch Studien im Rahmen der Scrapie-Erkrankung bekannt, in denen eine Tonsillenbi-
opsie als frithes, entscheidendes diagnostisches Tool proklamiert wurde (Fraser und Dickin-
son 1970; Schreuder et al. 1996). Im Jahr 1999 fiithrten Hill et al. aufgrund dieser Erkenntnis
und der gemeinsamen Pathogenese der humanen und tierischen Prionerkrankungen eine sys-
tematische Untersuchung des lymphatischen Gewebes von vCJD, sCJD, iCJD, hereditiren
Prion- und anderen neurodegenerativen Erkrankungen durch. Hier zeigte sich, dass mit Hilfe
des Western Blot- und immunhistochemischen Verfahrens das PrP* in 9/9 Tonsillen, in
10/10 Milz und 8/8 Lymphknoten (cetvical, mediastinal, paraaortal, and mesenterial) von
vCJD-Patienten positiv war. Die grof3te Konzentration an PrP* konnte in den Tonsillen ver-
zeichnet werden (Hill et al. 1997a; Hill et al. 1999a; Wadsworth et al. 2001). 2002 konnte
sogar gezeigt werden, dass ein positiver PrP*-Nachweis in den Lymphfollikeln der Appen-
dixwand (GALT) vor Einsetzen klinischer Symptome und somit noch vor dem Krankheits-
ausbruch moglich war (Hilton et al. 1998; Hilton et al. 2002). Die in Kapitel 1.6.3.11 genann-
ten Studien in GrofBbritannien ergaben eine PrP*-Privalenz in Appendizes von 1 zu 4000
(Hilton et al. 2004a) bzw. von 1 zu 2000 Personen (Gill et al. 2013). Die PrP*-Ablagerungen
im lymphatischen Gewebe sind somit ein Alleinstellungsmerkmal der oral erworbenen Prio-
nerkrankungen (Scrapie, BSE, CWD und vC]D) und somit solitir fiir die vCJD unter den
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humanen Prionerkrankungen (Mabbott 2017), denn bislang konnte hier mit den konventio-
nellen genannten histopathologischen und immunhistochemischen Methoden in Patienten
mit sporadischer, iatrogener und hereditirer CJD sowie der Kuru-Erkrankung kein Pri-
onnachweis gezeigt werden (Hill et al. 1999a; Hilton et al. 2004b; Brandner et al. 2008; Col-
linge et al. 2008; Wadsworth et al. 2008a). Ein 2003 publizierter Nachweis von PrP* in der
Milz von sCJD-Patienten von Glatzel et al. (Glatzel et al. 2003) muss kritisch hinterfragt
werden, denn dieses Ergebnis ist bislang in keiner weiteren Arbeitsgruppe replizierbar gewe-
sen; im Gegenteil, bislang fielen alle darauf ausgelegten Studien negativ aus. Ab welchem
Krankheitsstadium dieses lymphatische Gewebe einen positiven PrP*-Nachweis erbringt, ist
bislang unbekannt. Beispiele aus der Tierwelt zeigen bereits frith im Krankheitsverlauf PrP*-
Ablagerungen im LRS. Rinder, die experimentell mit BSE infiziert wurden, zeigten im dista-
len Tleum (Peyer Plaques/MALT) sechs Monate nach Infektion einen positiven Nachweis
von PrP* (Hill et al. 1999a). Die Chronic Wasting Disease zeigt, dass bereits nach ein bis
zwel Monaten nach Prionexposition erste PrP*-Konzentration im oropharyngealen lympha-
tischen Gewebe detektiert werden kénnen und sich das PrP* nach drei Monaten systemisch
in jedem lymphatischen Gewebe ausgebreitet hat. Nach vier Monaten erreicht das PrP*™ eine
Konzentration, die normalerweise bei terminal erkrankten Tieren im lymphatischen Gewebe
gefunden wurde, jedoch ohne dass das Tier eine klinische Symptomatik zeigt (Hoover et al.
2017). Aus Studien mit Scrapie-infizierten Schafen wei3 man des Weiteren, dass die PrP*-
Konzentration im peripheren lymphatischen Gewebe erst ein Plateau erreichen muss, bevor
es zu einer messbaren Neuroinvasion und somit zu einer klinischen Ausprigung der Erkran-
kung kommen kann (Hill et al. 1999a). Weitere Studien propagieren, dass aufgrund der Rep-
likation und Akkumulation im LRS eine schnellere und effektivere Neuroinvasion méglich
ist als ohne diese (Fraser und Dickinson 1970; Fraser und Dickinson 1978; Prinz et al. 2003b;
Glaysher und Mabbott 2007; Donaldson et al. 2015). Doch was bedeutet der PrP*-Nachweis
im LRS tberhaupt? Die o. g. Studien von Hilton et al. und Gill et al. aus den Jahren 2004
und 2013 implizieren eine PrP*-Pravalenz von 1 zu 4000 oder von 1 zu 2000 Appendizes in
der britischen Bevolkerung, was als Schlussfolgerung zulisst, dass diese Menschen in threm
Leben mit BSE-kontaminierten Rinderprodukten in Berthrung gekommen sein miissten und
somit im weiteren Verlauf ihres Lebens an der vCJD erkranken kénnten und bis dahin po-
tentielle Ubertriger dieser humanen TSE darstellen. Erstaunlicherweise zeigen aber nicht nur
Menschen aus der Geburtskohorte wihrend der BSE-Epidemie, sondern auch Menschen
vor und nach der Epidemie einen positiven PrP*-Nachweis im GALT des Appendix (Ma-
ckenzie und Will 2017). Diese Studie ldsst nun drei mogliche Schlussfolgerungen zu — a)
entweder muss die Annahme von der Anzahl der Menschen, die in Kontakt mit BSE-konta-
minierten Produkten gekommen war, in Frage gestellt werden oder b) von einer weiterhin
existierenden Ubertragungsroute oder c) von einem PrP*-Nachweis ohne Krankheitswert
ausgegangen werden (Knight 2017; Mackenzie und Will 2017). Die letztere Vermutung wird
durch den Fakt untermauert, dass bislang kein klinischer vCJD-Fall bei einem Patienten auf-

getreten ist, der nach 1989 geboren worden ist (Knight 2017). Um die vCJD verstehen und
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die Bedeutung des PrP*-Nachweises interpretieren zu konnen, gilt es weiterhin die Pathoge-
nese der vCJD besser verstehen zu lernen. Entscheidende Zwischenschritte der Prionpatho-
genese und ihre zelluliren Mitspieler werden im Folgenden beleuchtet, kritisch hinterfragt

und in die aktuelle inhaltliche Diskussion eingeordnet.

4.3.1.1 Die Bedeutung der M-Zellen im Rahmen der PrP*-Aufnahme aus dem Darmlumen

bei oral erworbener Prionerkrankung

Wie in dem Kapitel 1.8.2 erwihnt, wird angenommen, dass die M-Zellen im FAE einen ent-
scheidenden Zwischenschritt in der Prionaufnahme aus dem Darmlumen in das GALT dar-
stellen. Es ist bekannt, dass sie im Rahmen ihrer physiologischen Funktion Antigene aus dem
Darmlumen aufnehmen, diese transepithelial transportieren und dann dem Immunsystem
Uber die Weitergabe an APC prisentieren und so, wenn nétig, eine Immunreaktion initiieren
koénnen (Knoop et al. 2009). Dieser physiologische Vorgang legt nahe, dass im Rahmen einer
Prionerkrankung ebenfalls das PrP* aus dem Darmlumen iiber diesen Weg das FAE tber-
winden koénnte. Jedoch ist bislang unklar, ob das pathologische Prionprotein speziell tber
diese M-Zellen des FAE oder tiber transzytotische Enterozyten in das GALT gelangt. (Ku-
jala et al. 2011). Sicher ist jedoch, dass diese M-Zellen eine entscheidende Rolle in der Patho-
genese der erworbenen Prionerkrankungen (Mabbott 2012) spielen, da im Fall einer M-Zell-
Depletion die Neuroinvasion geblockt ist (Donaldson et al. 2012). Ob die M-Zellen das PrP*
aus dem Lumen tber das in hoher Konzentration auf ihrer luminalen apikalen Membran
exprimierte PrP¢ aufnehmen oder tber andere auf der Zelloberfliche exprimierte Proteine,
bleibt unklar (Mabbott 2012). Eine alleinige PrP*-Defizienz auf der Zelloberfliche der M-
Zellen verhindert jedoch nicht eine Infektion (Kujala et al. 2011; Takakura et al. 2011). Es
wird weiterhin vermutet, dass insbesondere die Peyerschen Plaques des Diinndarms ent-
scheidend fur die Aufnahme des PrP* aus dem Darmlumen sind (Donaldson et al. 2015),
denn in ihnen findet man die M-Zellen in hoher Anzahl, wohingegen die M-Zellen in den
Peyerschen Plaques im Dickdarm nur wenig exprimiert sind (Kimura et al. 2015). Hinzu-
kommt, dass die Darmwand im Dickdarm mit einer dicken Schleimschicht bedeckt ist, was
das Eindringen des PrP* vermutlich erschwert (Pelaseyed et al. 2014). Weiterhin scheint das
GALT im Dickdarm weniger effizient in der Transzytose von luminalen Antigenen zu sein,
im Vergleich zum GALT im Dinndarm (Donaldson et al. 2015), allerdings kann man trotz-
dem im GALT der rektalen Mukosa das PrP* nachweisen (Gonzalez et al. 2006). Diese
Uberlegung impliziert jedoch eine kritische Beurteilung méglicher diagnostischer Verfahren,
die iber den PrP*-Nachweis in der rektalen Mukosa die Diagnose z. B. einer Scrapie-Er-

krankung (Gonzalez et al. 2006) bzw. der vCJD zu stellen vermogen.

4.3.1.2 Welche Rolle spielen die FDCs im Rahmen oral erworbener Prionerkrankungen?

Allen der genannten Studien dieser Arbeit ist gemein, dass sie den FDCs eine entscheidende
Rolle beziglich der Prionakkumulation im LRS sowie beztiglich der Pathogenese von der

Prionaufnahme bis hin zu Neuroinvasion im Rahmen der Scrapie-, BSE-, CWD-Erkrankung
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sowie der vCJD zuschreiben (Prinz et al. 2003b; Kujala et al. 2011; McCulloch et al. 2011;
O’Connor und Aguzzi 2013; Donaldson et al. 2015). Im Rahmen einer Prionerkrankung
findet man sie in B-Zell-Follikeln und in den Keimzentren in den SLOs (Mabbott 2012),
wobei die hier erwihnten B-Zellen selber keinen Ort fir die Prionreplikation (Bruce et al.
2000; Montrasio et al. 2001), sondern vermutlich eine unterstiitzende Rolle in der Prionpa-
thogenese darstellen. Den Zusammenhang der FDCs mit den B-Zellen und ihre entschei-
dende oder sogar limitierende Rolle beziiglich der Neuroinvasion gilt es noch abschlieBend
zu kliren (Beekes und McBride 2007; Mabbott 2017). Die entscheidende Rolle der FDCs in
der Prionpathogenese liegt in der ungestorten Akkumulation und Replikation des PrP* bis
zur Uberwindung der notwendigen Konzentration, die zu einer erfolgreichen Neuroinvasion
fithrt (Mabbott 2017), da die Antigene unprozessiert und somit funktionsfihig internalisiert
werden (Wykes et al. 1998; Macpherson und Uhr 2004). Dieses Phinomen der weiterhin
bestehenden Funktionsfihigkeit ist bereits von Viren, wie dem HI-Virus und dem ADV
(Aleutian mink disease parvovirus) bekannt (Armstrong und Horne 1984). Diese FDCs wet-
den fiir die ersten Zellen gehalten, die in sekundiren lymphatischen Organen das
pathologische Prionprotein aufweisen (O’Connor und Aguzzi 2013). Allerdings wird, ob-
wohl die Prionreplikation, die de-novo Konversion sowie die Akkumulation auf der Ober-
fliche der dendritischen Fortsitze stattfindet, keine Immunantwort eingeleitet (Kujala et al.
2011), obwohl ihre physiologische Funktion die Antigenprisentation im Lymphfollikel mit
konsekutiver Einleitung einer spezifische Immunantwort darstellt. Das Fehlen einer geziel-
ten Immunreaktion stellt ein typisches Merkmal jeder Prioninfektion dar und der Einfluss
der PrP*-Prisentation auf der Oberfliche der FDCs auf die Immunreaktion des Organismus
ist somit noch Gegenstand der Forschung (Mabbott 2012). Bislang sind als Reaktion auf die
Konversion und Akkumulation auf der Oberfliche der Dendriten nur ein abnormes Falten
der Dendriten oder eine verschirfte Akkumulation von Immunkomplexen zwischen den
Dendriten der FDCs bekannt (McGovern et al. 2009). Es liegen jedoch auch kontradiktie-
rende Studien vor, die aufzeigen, dass eine erfolgreiche Prioninfektion auch unter FDC-
Depletion stattfinden kann. Prinz et al. postulierten z. B. 2002, dass eine erfolgreiche Neu-
roinvasion des Wirts auch ohne die Expression der FDCs ablaufen kann (Prinz et al. 2002).
Hinzukommend wird von Klein et al. 1997 aufgezeigt, dass auch bei Fehlen von T-Zellen

eine erfolgreiche Infektion stattfinden kann (Klein et al. 1997).

4.3.1.3 Die Bedeutung der Innervation der SLOs im Rahmen der Neuroinvasion bei oral

erworbenen Prionerkrankungen

Interessanterweise kénnen die im vorangegangen Kapitel erwihnten kontradiktierenden Stu-
dien von Prinz et al. durch eine Studie von Kimbertlin et al. erklirt werden, die bereits 1983
zeigten, dass eine direkte periphere intraneurale Infektion mit dem PrP* zu einer erfolgrei-
chen Neuroinvasion fihrt und aufzeigt, dass lymphatische Zellen fir den Prozess der Neu-
roinvasion, sobald die Nervenzelle erreicht ist, nicht mehr notwendig sind (Kimberlin et al.

1983). Dies konnte bedeuten, dass die Innervation der SLOs ausbreitungslimitierend wire
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und die Prionpathogenese ausgehend vom enterischen tiber das sympathische und parasym-
pathische Nervensystem fithren wiirde und diese ein mogliches peripheres Reservoir an PrP™
darstellen konnten (Kimberlin und Walker 1979; McBride und Beekes 1999; Glatzel et al.
2001; Kujala et al. 2011). So lielen sich auch die divergierenden Studien erkliren, die unter-
schiedliche Ergebnisse beziiglich der Rolle von FDCs, B-Zellen, Peyerschen Plaques oder
anderen Strukturen und Zellen im lymphoretikuliren Gewebe (LRS) propagieren (Klein et
al. 1997; Prinz et al. 2002) und zeigen, dass auch eine Neuroinvasion, wahrscheinlich iiber
die direkte Aufnahme des infektiosen Agens iiber Nervenendigungen oder Enterozyten,
nach oraler Aufnahme ohne Replikation im LLRS moglich ist. Diese These konnte erkliren,
warum bei der Kuru-Erkrankung bei Annahme einer oralen PrP*-Aufnahme ein PrP*-Nach-
weis im LRS bislang fehlt. Diese Umgehung des RS kann vor allem der Fall sein, wenn das
PrP* in hohen Dosen oder wenn ein sehr infektidser Erregerstamm vorliegt, aber vor allem
zeigen all diese genannten Studien, dass die Stirke der Innervation der SLOs ausschlagge-
bend fiir eine erfolgreiche Neuroinvasion ist und der bloe Kontakt des PrP* mit peripheren
Nervenendigungen in wenigen Fillen ausreichend sein konnte. Entscheidend wiire also, wie
nah und in welcher Konzentration das PrP* in die Néihe der Nervenendigungen kime. Als
Vehikel zu stirker innervierten Regionen des Lymphgewebes konnen B-Zellen oder Tingible
Body Macrophages (TBMs) fungieren (Bruce et al. 2000). Es wird vermutet, dass bestimmte
Bereiche der FDC-Membran (Iccosomen, die Immunkomplexe tragen) von B-Zellen aufge-
nommen werden kénnen (Tew et al. 1989). Diese B-Zellen und zusitzliche Fragmente von
FDC-Membranen wiederum koénnen von den TBMs internalisiert (Bruce et al. 2000) und
weitertransportiert oder auch degradiert werden (Carp und Callahan 1981; Carp und Callahan
1982). AuBlerdem sezernieren B- sowie T-Zellen Wachstumsfaktoren, die die Innervation
eines Gewebes modifizieren konnen und auch die Dendriten stimulieren tiber Botenstoffe
das Immunsystem (Straub et al. 1998). Abschlielend muss jedoch angemerkt werden, dass
beziiglich der hier diskutierten oral erworbenen Prionerkrankungen, insbesondere der vCJD,
in der Mehrzahl der typische Ausbreitungsweg die PrP*- Akkumulation und Replikation im

LRS vor der eigentlichen Neuroinvasion darstellt.

4.3.1.4 Die PrP*-Propagation unter Einfluss des Alters

Da die Prionreplikation und -akkumulation im LRS beztglich der humanen Prionerkrankun-
gen nur bei der vCJD eine Rolle spielt, ist es interessant zu sehen, dass sich das Alter der hier
betroffenen Patienten von dem Alter der an der sporadischen CJD erkrankten Patienten un-
terscheidet. Bei der vCJD liegt das mittlere Erkrankungsalter der Patienten bei 26 Jahren und
das mittlere Sterbealter bei nur 28 Jahren (Mabbott 2012). Bei der sporadischen CJD verhalt
es sich ganz anders, denn hier sind die Patienten eher alteren Alters — das mittlere Erkran-
kungsalter liegt hier bei ca. 60 Lebensjahren (Sturzenegger 2001). Neben der Méglichkeit,
dass die Jungeren an vCJD-erkrankten Menschen, aufgrund anderer Essgewohnheiten eher
in Kontakt mit den BSE-kontaminierten Produkten gelangten als die Alteren, kann dieser

Unterschied auf altersspezifische Prozesse schliefen lassen, die notwendig sind, damit eine
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Prioninfektion vollzogen werden kann. Man weil3, dass je élter der befallene Organismus ist,
das Immunsystem an Funktionsfihigkeit einbii3t (Mabbott 2012). Diese Theorie lisst sich
beziiglich der Prionpathogenese in mehreren Studien an Peyerschen Plaques in Schafen, Rin-
dern und Menschen unterstiitzen, denn man fand eine alterskorrelierte Assoziation zwischen
der Peyerschen Plaque-Entwicklung und der Anfilligkeit fir die Infektion mit Prionerkran-
kungen (St Rose et al. 20006). Die FDCs in dlteren Mausen (600 Tage), zeigten sich beein-
trichtigt, eher atrophisch und mit eingeschrinkter Kapazitit, Immunkomplexe zu phagozy-
tieren. Konsekutiv zeigten die Miuse eine verminderte AntikOrperantwort (Szakal et al. 1990;
Aydar et al. 2002; Mabbott 2012). Weiterhin kann man in der Milz mit zunehmendem Alter
eine Verinderung der mikrozytiren Architektur der Marginalzone (MZ) beobachten, was die
Mobilitit der B-Zellen, die zwischen der MZ und den B-Zell-Follikeln in der weil3en Pulpa
verkehren (Cinamon et al. 2008), einschrinkt und somit den FDCs weniger Antigene pri-
sentieren kénnen, sodass die FDCs weniger PrP* internalisieren kbnnen, was den Beginn
der Neuroinvasion hinauszogert (Brown KL et al. 2012). Ein weiterer Faktor, der vor allem
in Bezug auf geplante frihdiagnostische Tests an lymphatischen Organen eine Rolle spielt,
ist, dass der Gehalt an PrP* im ZNS und im Milzgewebe in den prionexponierten Mausen,
vor allem alteren Tieren erheblich variieren kann. In letztgenannten Tieren zeigten sich PrP*-
bedingte Pathologien im ZNS wohingegen das Milzgewebe unauffillig war, sodass man da-
von ausgehen muss, dass eventuelle Screening-Tests an peripherem lymphatischen Gewebe
an dlteren Patienten negativ ausfallen kénnten, obwohl diese das PrP* bereits im ZNS tragen
(Brown et al. 2009; Brown KL et al. 2012; Mabbott 2012).

4.3.1.5 Erhohung der Suszeptibilitit durch Inflammation

Weiterhin muss beachtet werden, dass eine Entziindungsreaktion im betroffenen Organis-
mus die Ausbreitung des PrP* im Korper, wahrscheinlich tiber die Aktivierung des Immun-
systems beschleunigt (Dickinson et al. 1978; Kimberlin und Walker 1979; Seeger et al. 2005;
Glaysher und Mabbott 2007; Heikenwalder et al. 2008) und bei einer Immundefizienz die
Replikation sowie die Neuroinvasion verzogert oder gar verhindert wird. Mabbott et al.
merkten 2017 in einer Publikation diesbeztiglich die folgenden Thesen an (Mabbott 2017).
Es kann z. B. die Empfinglichkeit fir Prionerkrankungen durch eine verstirkte Prionauf-
nahme gesteigert werden, indem z. B. bei einer Kolitis die M-Zell-Dichte erhoht wird oder
Vetletzungen der oralen oder nasalen Schleimhaut vorliegen (Denkers et al. 2011; Crowell et
al. 2015b; Donaldson et al. 2016). Aber nicht nur eine akute Entzindungsreaktion oder Ver-
letzung kann die Suszeptibilitit erh6hen, sondern auch ein chronisches Entziindungsgesche-
hen, indem tertidres lymphatisches Gewebe entsteht, welches FDCs enthilt. Die Prionen
koénnen sich so im ganzen Korper ausbreiten, z. B. auch im Rahmen einer Mastitis in die
sekretierte Milch oder im Rahmen einer Nephritis in den Urin Gbertreten und so ungeahnte
Moglichkeiten der horizontalen aber auch vertikalen Transmission eréffnen (Heikenwalder
et al. 2005; Ligios et al. 2005; Seeger et al. 2005; Glaysher und Mabbott 2007; Donaldson et

al. 2015). Der Pathomechanismus hinter der erhShten Suszeptibilitit im Rahmen einer
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Entziindungsreaktion wird in der verstirkten gastrointestinalen Aufnahme von Prionen ver-
mutet, sodass schneller ein Aquilibrium zwischen Entstehung und Abbau durch Makropha-
gen erreicht wird und die erforderliche Konzentration zur Uberwindung der bendtigten
Schwellenkonzentration zur erfolgreichen Neuroinvasion schneller erreicht werden kann
(Maignien et al. 2005; Glaysher und Mabbott 2007). Des Weiteren wird vermutet, dass so die
Prionen ubetleben und selektiert werden kdnnen, die ein zoonotisches Potential aufweisen
und sich so in FCDs amplifizieren und an die neue Spezies adaptieren kénnen (Michel et al.
2012).

4.3.2 PrP* und die Transmission via nasaler/oraler Mukosa oder via Blutbahn

In einer Studie aus dem Jahr 2007 an Hamstern, die intranasal mit dem HY-Erregerstamm
der TSE inokuliert wurden, konnte das PrP* frith im nasalen Mukosa-assoziiertem-lympha-
tischen Gewebe, im olfaktorischen sensorischen Epithel (Bessen et al. 2010) sowie in sub-
mandibuliren Lymphknoten und im Verlauf der Erkrankung in zervikalen und mesenterialen
Lymphknoten, der Milz, den Peyerschen Plaques und in der Zunge detektiert werden (Kin-
caid und Bartz 2007). Hier wird vermutet, dass es dem PrP* moglich ist, sich retrograd, aus-
gehend vom Bulbus olfactorius tGber die olfaktorischen und vomeronasalen Axone in die
Somata, die Dendriten und Zilien dieser peripheren Neurone auszubreiten und so in die
nasale Flussigkeit tiberzutreten, tiber die dann auch andere Organismen wiederum sekundir
infiziert werden konnten. Die PrP*-Ablagerungen in den nervalen Strukturen der olfaktori-
schen Mukosa von sCJD-Patienten konnten durch diese Arbeit ebenfalls mittels der PET-
Blot-Methode bestitigt werden (s. Kapitel 3.2.3). Jedoch scheint es so, dass es hier im Ge-
gensatz zur intestinalen Prionaufnahme, nicht notwendig ist, dass sich das PrP* in SLOs
repliziert, sondern es in der Lage ist, direkt das Nervensystem zu erreichen, nachdem der
infektiose Kontakt tiber die Mund- oder Nasenschleimhaut erfolgte. Diese Erkenntnis birgt
neben Gefahren aufgrund der Ubertragungsméglichkeiten im Rahmen von dentalchirurgi-
schen oder ophthalmologischen Eingriffen von sCJD- und vCJD-Patienten (PrP* konnte
auch im Ganglion trigeminale detektiert werden, welches die nasale und orale Mukosa sowie
den vorderen Anteil des Auges innerviert (Head et al. 2004)) auch diagnostische Moglichkei-
ten, da mit Hilfe der RT-QuiC die vCJD oder sCJD uber Abstriche der nasalen/oralen Mu-
kosa diagnostiziert, jedoch nicht differenziert werden kénnen (Bessen et al. 2010; Orra et al.
2014; Bongianni et al. 2017). Zusitzlich zeigt die PrP*-Detektion in der nasalen Mukosa der
vCJD und sCJD eine interessante Parallele zu dem Morbus Parkinson, denn die Idee einer
moglichen nasalen Ausbreitungsroute wird auch im Bereich der Parkinsonforschung disku-
tiert, wobei beziiglich des letztgenannten ein infektioser Charakter bislang nicht bewiesen
werden konnte (Hawkes et al. 2007; Hawkes et al. 2009). Dies stellt eine interessante Parallele
zwischen diesen beiden Erkrankungen dar, da diese neben vielen anderen zu den Proteinag-
gregationserkrankungen gezihlt werden (Chiti und Dobson 2006; Soto 2011). Beziiglich der
PrP*-Tranmission iber den Blutweg postulierten van Keulen et al. die Méglichkeit, dass

FDCs das infektiose Agens in kortikale und parakortikale Sinus von GALT-drainierenden
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Lymphknoten transportieren konnen. Hier konnen dann PrP*-positive Zellen Anschluss an
den efferenten Lymphabfluss erlangen und von dort Kontakt zum Blutstrom erhalten, von
wo aus sie dann peripheres, nicht GALT-assoziiertes Gewebe erreichen kénnen (van Keulen
et al. 2002). Eine Studie aus dem Jahr 2011 zeigte, dass zelluldre Bestandteile des Blutes das
infektiose Agens PrP* in ausreichendem Maf3 fiir eine mogliche Infektion trugen, aber auch
das Blutplasma und der Buffy Coat aus Thrombozyten und Leukozyten eine fur eine Infek-
tion ausreichende Konzentration vorwiesen. Auch eine mégliche Depletion der Leukozyten
zeigte keinen Einfluss auf die Infektiositat (Mathiason et al. 2010; McCutcheon et al. 2011).
Die Patienten, die nach einer infektiosen Bluttransfusion an der vCJD erkrankten (s. Kapitel
1.6.3.8), zeigten ein klinisches Bild, dass sich nicht von der klinischen Ausprigung der vCJD
nach Verzehr von BSE-kontaminierten Rinderprodukten unterschied (Wroe et al. 20006;
Head et al. 2009). Eine Ubertragung der sCJD via Blutprodukten gilt heute eher als unwaht-
scheinlich (s. Kapitel 4.3.3.1). Diese Erkenntnisse bergen die Moglichkeit subklinische vCJD-
Triger tber einen Bluttest frithzeitig erkennen zu kénnen (Edgeworth et al. 2011), obwohl
neue Daten auch hier eine vorsichtige Interpretation der Tests propagieren, denn es scheint,
dass einige Patienten eine sehr niedrige periphere Konzentration von PrP* aufweisen und

die Tests somit falsch negativ ausfallen kénnten (Mead et al. 2014).

4.3.3 Vergleich der erworbenen Prionerkrankungen in Bezug auf Klinik,

Erregerstamm und Transmissionseigenschaften

Zu Beginn muss beziiglich der Terminologie zwischen einer Kontagiositit (Ansteckungs-
fihigkeit bei natiirlichem Kontakt) und einer Transmissibilitit (Ubertragbarkeit bei unna-
turlichem Kontakt) differenziert werden. (Hornlimann 2001a). Des Weiteren wird zwischen
einer horizontalen Ubertragung - ,,[...] jede nicht iiber die Keimbahn verlaufende Ubertra-
gung von Infektionserregern auf andere Individuen®, die enteral (oral) oder parenteral ver-
laufen kann (Groschup et al. 2001) — und einer vertikalen Ubertragung - die ,,[...] die Erre-
gerweitergabe von Eltern auf ihre Nachkommen tber die Keimbahn [umfasst]* und pri,
peri- und postnatal ablaufen kann (Groschup et al. 2001) - unterschieden. Hinzukommend
wird zusitzlich noch von einer iatrogenen Ubertragung und einer expetimentellen Uber-
tragung gesprochen (Groschup et al. 2001). In der Subgruppe der erworbenen Prionerkran-
kungen zeigt die Kuru-Erkrankung nur Verliufe nach horizontaler Ubertragung aber nie
durch vertikale Ubertragungsmechanismen (Groschup et al. 2001). Die iatrogene Ubertra-
gungsmoglichkeit des infektiGsen Agens in Bezug auf u.a. Kornea-Transplantationen (Duffy
et al. 1974) oder Wachstumshormon-Transfusionen (Gibbs et al. 1985) kann als horizontale
Ubertragung angesehen werden (Groschup et al. 2001). Beziiglich der vCJD sind bislang nur
horizontale Ubertragungsmechanismen als sekundire Transmission via infektiser Blutpro-
dukte bekannt (s. Kapitel 1.6.3.8) (Urwin et al. 2016), jedoch kein vertikaler Ubertragungs-
mechanismus (Ward et al. 2006; Everington et al. 2007; Murray et al. 2011).

Alpers und Rail stellten 1971 die These auf, dass die Kuru-Erkrankung durch die Todesriten

mit einem an sCJD verstorbenen Angehérigen entstand und das ,Prion® durch die
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kannibalistischen Rituale im Rahmen der Trauerzeremonien innerhalb des Stammes weiter-
verbreitet wurde (Alpers und Rail 1971). Molekulare und biologische Untersuchungen von
Prion-Erregerstimmen von Kuru-Erkrankten (Parchi et al. 1997; Parchi et al. 2000; Wads-
worth et al. 2008b) im Vergleich zu sCJD- und iCJD-Prion-Erregerstimmen sowie Trans-
missionsstudien an transgenen und Wildtyp-Médusen unterstiitzen diese Vermutung (Brown
et al. 1994; Wadsworth et al. 2008a). Zudem zeigen mit Kuru- und sCJD-Prionen inokulierte
transgene Miuse, eine dhnliche und vor allem stark von der vCJD abweichende Neuropa-
thologie beziiglich der spongiformen Verinderungen und der PrP*-Ablagerungsmuster (Par-
chi et al. 1997; Parchi et al. 2000; Wadsworth et al. 2008a). Abweichend hiervon muss jedoch
angemerkt werden, dass sich im Hirngewebe Kuru-Erkrankter vornehmlich der PrP*-Typ 2
findet, der ebenfalls typischerweise mit der vCJD assoziiert ist wohingegen im Hirngewebe
von sCJD-Erkrankter vornehmlich der Priontyp 1 detektiert wird. Weiterhin lassen sich ty-
pischerweise die Kuru-Plaques disseminiert im ZNS von Kuru-Patienten finden, die in
sCJD-Patienten fehlen (Hainfellner et al. 1997; McLean et al. 1998). Diese findet man jedoch
in der peripher erworbenen iatrogenen CJD (Plaquedhnliche PrP*-Ablagerungen) sowie in
der vCJD (floride Plaques) (Brown et al. 1992; Billette de Villemeur et al. 1994; Hill et al.
1999a; Brown et al. 2000; Will 2003; Brown et al. 2006). Hinzukommt, dass sich ebenfalls
die klinische Auspragung der sCJD (zentrales Kriterium: progressive Demenz) (s. Kapitel
1.6.2.2) von der Kuru-Erkrankung (progrediente zerebellire Ataxie und spit im Krankheits-
verlauf einsetzende Demenz) (Alpers und Rail 1971) unterscheidet. Die Kuru-Erkrankung
gleicht hier aufgrund der starken zerebelliren Symptome eher der iCJD (Brandner et al. 2008;
Wadsworth et al. 2008a). Klinische Ahnlichkeiten bestehen zwischen der sCJD und der iat-
rogenen CJD bei zentraler Inokulation (Will 2003). Weiterhin muss angemerkt werden, dass
sich die vCJD von der sCJD ebenfalls beztglich der phinotypischen Ausprigung u. a. in
Bezug auf Inkubationszeiten und die Erkrankungsdauer (s. Kapitel 1.6.3.9, 1.6.3.10) und der
sekundiren Transmissionseigenschaften unterscheidet, da eine sekundire, iatrogene Trans-
mission von vC]D-Donorblut mit anschlieBender vCJD-Erkrankung im Empfinger in bis-
lang fiinf Fillen beschrieben worden ist. Eine Ubertragung der sporadischen Form der CJD
via Bluttransfusionen gilt heute cher als ausgeschlossen, da auch retrospektive Studien, die
tber 21 Jahre hinweg Patienten begleitet haben, bis heute keinen CJD-Fall nach sekundirer
Transmission von Bluprodukten (sporadische, hereditire und iatrogene CJD-Donoren) de-

tektieren konnten (Crowder et al. 2017).

4.3.3.1 Einfluss der PrP*-Typen und des 129M/V-Polymorphismus des PRNP-Gens auf

die Transmissionseigenschaften der vCJD im Vergleich zu der sCJD

Der 129M/V-Polymorphismus sowie die PtP*-Typen 1 und 2 werden als Ursache méglicher
Transmissionsbarrieren beztlglich der Prionerkrankungen diskutiert. Dieses Codon 129 des
PRNP-Gens kann entweder aus den Basen ATG, codierend fiir die Aminosaure Methionin
(M) bzw. aus dem Basentriplett GTG, codierend fir die Aminosdure Valin (V) bestehen
(Brown und Mastrianni 2010). In der kaukasischen Population beziffert sich die
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Allelfrequenz von Val auf 0.34 und von Met auf 0.66 (Owen et al. 1990). Die genotypische
Verteilung in ebendieser Population ist 37% Met/Met, 51% Met/Val und 12% Val/Val. So-
mit dominiert in der Bevolkerung der heterozygote Anteil. Betrachtet man nun die Genoty-
pen der sCJD-Patienten beziiglich des Codons 129, was man in einer Studie in GroBbritan-
nien getan hat, fillt auf, dass 89% homozygot (Val/Val oder Met/Met) an Codon 129 waren
(Palmer et al. 1991), wohingegen nur 49% in der Normalbevélkerung eine Homozygotie an
diesem Codon aufweisen (Owen et al. 1990; Laplanche et al. 1994, Salvatore et al. 1994).
Zusammenfassend kann man also sagen, dass der Anteil an homozygoten Genotypen bei
sCJD-Patienten tiberreprasentiert ist und schlussfolgern, dass eine Homozygotie an diesem
Codon 129 mit einer erhéhten Anfilligkeit fir sCJD einhergeht. (Wadsworth 2004, Mallik et
al. 2010, Korth et al. 2003). Des Weiteren muss beziiglich der japanischen Bevolkerung der
Polymorphismus E219K des PRNP-Gens genannt werden, bei der ebenfalls die
Homozygotie ein Risikofaktor fir die Entwicklung der sCJD darstellt (Shibuya et al. 1998,
Shibuya et al. 1998b). Ebenso sind alle bisher gesicherten bzw. wahrscheinlichen vCJD-Fille
an Codon 129 fiir Methionin homozygot. Daher liegt auch hier die Vermutung nahe, dass
eine Assoziation eines homozygoten vCJD-Genotyps mit einer ethohten Empfindlichkeit
gegeniiber der jeweiligen Erkrankung einhergeht (Diack et al. 2014). Im Jahr 2016 konnte
jedoch erstmals ein Patient mit einer gesicherten vCJD-Diagnose und einem heterozygoten
Genotyp an Codon 129 identifiziert werden (Mok et al. 2017), was die Moglichkeit einer
zweiten Erkrankungswelle bei Individuen mit diesem Genotyp und mit einer lingeren Inku-
bationszeit bedeuten kénnte (Mackenzie und Will 2017). Hinzukommend zeigte die geneti-
sche Auswertung des lymphatischen Gewebes PrP*-positiver Appendizes einen tiberdurch-
schnittlich hohen Anteil an Valin/Valin homozygoten Genotypen an Codon 129 (Gill et al.
2013), jedoch ohne die abschlieBende Diagnose einer vCJD, sodass bislang kein 129MV-
Polymorphismus im Rahmen der vCJD ausgeschlossen werden kann. Des Weiteren werden
weitere Genloci diskutiert, die beztglich der verstirkten Empfindlichkeit gegentiber der
vCJD weiter untersucht werden sollten (Mead et al. 2012), z. B. gibt. es weitere Studien die
eine Bedeutung des Cathepsin-D-Polymorphismus (Bishop et al. 2008) sowie des MTMR7-
(Sanchez-Juan et al. 2012) oder des PLCXD3- Gens diskutieren (Bishop et al. 2013).

Erginzend zu dem 129-M/V-Polymorphismus des PRNP-Gens werden, wie oben beteits
angedeutet, die unterschiedlichen PrP*-Typen als Ursache moglicher Transmissionbarrie-
ren diskutiert. 1992 konnten Marsh et al. zwei TME-Erregerstimme in Hamstern identifizie-
ren, die sie als Hyper (HY) und Drowsy (DY) bezeichneten. Sie unterschieden sich in ihren
biologischen Eigenschaften, welche auf die differierenden biochemischen Charakteristika
des PrP*, wie ihre Sensitivitit gegeniiber dem Proteinase-K-Verdau oder ithrem Migrations-
verhalten in Polyacrylamid-Gelen zurtickgefithrt werden konnten, sodass darauthin zwei ver-
schiedene PrP*-Typen (HY-PrP* und DY-PrP*) benannt wurden (Bessen und Marsh 1992;
Bessen und Marsh 1994). Parchi et al. transferierten 1996 dieses Hamster-Modell der unter-
schiedlichen PrP*-Typen auf die humane sCJD und konnten hier ebenfalls (s. Kapitel 1.5.1),

aufgrund ihrer divergierenden biochemischen Eigenschaften und aufgrund ihres
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unterschiedlichen Migrationsverhaltens in der SDS-Page, zwei PrP*-Typen voneinander un-
terscheiden. Im Verlauf zeigte sich, dass der PrP*-Typ 2 nur bei der vCJD sowie beziiglich
der sCJD nur in Kombination mit dem heterozygoten Genotyp am Codon 129 des PRNP-
Gens vorkommt. Dieser Fakt stellt ein wichtiges Differenzierungsmerkmal beztiglich der
humanen erworbenen Prionerkrankungen dar. Hinzukommt, dass sich die vC]D unter den
humanen erworbenen Prionerkrankungen durch die Prionakkumulation im LRS auszeichnet,
sodass unter Berticksichtigung dieser beiden Fakten ein moglicher Gewebetropismus der je-
weiligen PrP*-Typen je nach Erregerstamm zu diskutieren wire. Doch warum scheint sich
nur der PrP*-Typ 2 im LRS zu replizieren und dort zu akkumulieren, bevor es zu einer Neu-
roinvaison kommt, wohingegen der PrP*-Typ 1 nur im ZNS detektiert werden kann. Unter
natiirlichen Bedingungen konnen diese Unterschiede, aufgrund der Unmoglichkeit der ge-
zielten Ausschaltung einzelner Variablen, nicht auf eine einzige Variable zuriickgeftihrt wer-
den, deswegen exisitieren weiterhin Thesen, die besagen, dass die Transmissionsroute den
Tropismus der PrP*-Ablagerungen aufgrund ihrer unterschiedlichen FragmentgroBen und
Glykosylierungsmuster und konsekutiv durch ihre unterschiedlichen Sekundar-, Tertidr- und
Quartirstrukturen (Parchi et al. 1997; Collinge 2005; Marin-Moreno et al. 2017) determiniert
(s. Kapitel 4.3.3.3); oder dass der Priontyp 1 bzw. DY-PrP* gar nicht erst das FAE tiberwin-
den kann bzw. nur in einer sehr geringen Konzentration und somit die PrP*-Konzentration,
die das GALT erreicht, nicht fir eine Neuroinvasion ausreichend ist. Deswegen sihe man z.
B. den PrP*-Typ 2 vornehmlich in der varianten CJD bzw. in der Kuru-Erkrankung, da
dieses Glykosylierungsmuster die Transmission nach oraler Aufnahme bzw. die Ausbreitung
des PrP*-Typ 2 erleichtert und so die vCJD bzw. Kuru entstehen kann (Li et al. 2001). Doch
warum gelang dann, unter Annahme dieser These, kein PrP*-Nachweis im LRS von Kuru-
Patienten (s. Kapitel 1.6.3.3 und Kapitel 1.6.3.11)? Weiterhin wirde diese These jedoch im-
plizieren, dass alle Prionerkrankungen, die einen PrP*-Typ 2 aufweisen, potenziell oral Gber-
tragbar wiren, was ein mogliches Risiko fir die Ubertragung der Scrapie- aber auch der
CWD-Erkrankung auf den Menschen méglich machten. Des Weiteren bleibt bislang nicht
abschlieBend erklirbar, warum bislang kein PrP*-Nachweis im LRS von heterozygoten
sCJD-Fillen gelang. Zum einen miissen die Detektionsschwellen der verwendenten Nach-
weismethoden als Ursache berticksichtigt werden. Jedoch kann auch iber einen moglichen
differierenden zoonotischen Subtyp des PrP*-Typ 2 nach oraler Aufnahme diskutiert wet-
den, der sich durch seine Akkumulation im LRS von dem PrP*-Typ 2 in heterozygoten
sCJD-Personen und auch vom PrPsc-Typ 2 in Kuru-Fillen unterscheidet. Diesbeziiglich
wire es interessant die PrP*-Ablagerungsmuster, -Ausbreitungsrouten sowie ihre PrP*-Ty-
pisierung nach oraler klassischer, aber auch atypischer Scrapie- bzw. CWD-Aufnahme im
Vergleich zu anderen peripheren Transmissionrouten zu untersuchen. Einen wichtigen Hin-
weis, um die Ursachen fiir die PrP*-Typ 2-Akkumulation im LRS im Gegensatz zum PrP*-
Typ 1 besser verstehen kénnen, lieferten Shikiya et al. im Jahr 2017 (Shikiya et al. 2017). Sie
zeigten, dass der PrP*-Typ 1 bzw. das DY-PrP* sehrwohl aus dem Darmlumen in das GALT
gelangt und es ebenfalls anschlieBend in den SLOs (z. B. im Milzgewebe) in dhnlicher
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Lokalisation wie der PrP*-Typ 2 (z. B. Keimzentren) detektiert werden kann. Jedoch erfolgt
im Falle der peripheren DY-PrP*-Inokulation keine erfolgreiche Neuroinvasion bzw. ein
klinischer Ausbruch der Prionerkrankung — jedoch bei direkter Inokulation in periphere Ner-
ven - sodass geschlussfolgert werden kann, dass der Unterschied in der Prionpathogenese
zwischen diesen beiden Priontypen auf Ebene der SLOs zu finden sein muss. Dieser ist laut
Shikiya et al. durch die im Vergleich zum HY-PrP*-Typ niedrige Rate an DY-PrP*-Replika-
tion und die hohe Rate an DY-PrP*-Degradation bedingt. Weiterhin stellten sie fest, dass
diese Imbalance nicht nur aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der PrP*-Typen
bedingt ist, sondern auch von dem umgebenden Gewebe abhingt, da in vitro die Prionrep-
likation in Hirngewebe schneller abliuft als im Milzgewebe. Welche hierfiir notwendigen
Cofaktoren benétigt werden, ist bislang unbekannt. Das Wissen um die Ursache und Loka-
lisation fiir eine erfolgreiche Neuroinvasion nach oraler PrP*-Aufnahme kann Moglichkeiten

fir neue diagnostische, aber auch therapeutische Mal3nahmen er6ffnen.

4.3.3.2 Die Rolle der Speziesbarriere in Bezug auf die Suszeptibilitit der Priontransmission

zwischen zwei Spezies

Die bislang bedeutendsten Inter-Spezies-Ubertragungen stellen die vom Schaf auf das Rind
im Rahmen der BSE-Epidemie (Groschup et al. 2001) sowie die vom Rind auf den Menschen
dar, was in dem Ausbruch der neuen Variante der CJD endete (Bruce et al. 1997; Collinge
1997). Bei der Prioniibertragung zwischen zwei unterschiedlichen Arten lassen sich unter-
schiedliche Verlidufe beobachten. Zum einen lisst sich das Phinomen der ,,Adaptation*
erkennen. Diese bedeutet, dass bei dieser Ubertragung z. B. die Inkubationszeiten stark va-
riieren kénnen im Vergleich zu der Ubertragung innerhalb einer Spezies. Ubertrigt der Emp-
finger jedoch das infektiose Agens innerhalb seiner Spezies immer weiter, zeigt sich im Ver-
lauf eine immer kiirzer und uniformer werdende Inkubationszeit (Marin-Moreno et al. 2017
Lasmezas et al. 2001). Zum anderen kann es ebenfalls, wie bei der vCJD (s. Kapielt 1.6.3.10)
beschrieben, zu einem subklinischen Verlauf kommen, bei dem der subklinische Empfin-
ger jedoch andere seiner Spezies letal infizieren kann. Hierbei kann sich eine subklinische
Infektion im weiteren Krankheitsverlauf in eine manifeste und tédlich endende Prionerkran-
kung entwickeln oder die Inkubationszeit fiir diese Erkrankung ist linger als die durch-
schnittliche menschliche Lebenserwartung, sodass es nie zu einem Krankheitsausbruch kom-
men muss (Bishop et al. 2006). Des Weiteren treten ebenfalls nach Ubertragung ein soforti-
ger Krankheitsausbruch oder eine komplette Resistenz gegentiber der Krankheitsiiber-
tragung auf (Marin-Moreno et al. 2017). I. Pattison entdeckte Ende der 60er Jahre die soge-
nannte Speziesbarriere (Pattison 1965), die letzteres genanntes Phinomen erklirte, ,,[...] wa-
rum ein Prion bei der einen Art nicht oder nur unter Schwierigkeiten, bei anderen Arten
jedoch relativ leicht eine Krankheit auszul6sen vermag® (Prusiner 2001). Es zeigte sich, dass
eine ,,[...] erfolgreiche Ubertragbarkeit [zwischen zwei unterschiedlichen Arten] hauptsich-
lich eine Frage des Grades der PrP-Aminosduresequenzhomologie zwischen Spender- und

Empfingerart [ist]* (Prusiner 2001). Je homologer das Spender- und Empfinger-PrP¢ war,
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desto besser konnte die Prionerkrankung iibertragen werden (Prusiner et al. 1990). So konnte
die Ubertragung zwischen Schaf und Rind erfolgreich stattfinden, da sich die Aminosaurese-
quenz des PrP¢ dieser beiden Arten an nur sechs Positionen unterscheidet (Prusiner 2001).
Des Weiteren ist entscheidend an welcher Stelle der Aminosiuresequenz die Uberschneidun-
gen auftreten (Krakauer et al. 1996), denn einige ,,[...] Bereiche |[...] scheinen fur die Effizi-
enz (oder Ineffizienz) der Artenschranke bedeutsamer zu sein als andere® (Prusiner 2001;
Schiitzl et al. 1995; Prusiner 2001; Telling et al. 1995). Jedoch muss auch angemerkt werden,
dass die Umgebungsbedingungen im Empfinger entscheidend fiir mégliche Konformations-
anderungen der Tertidr- und Quartarstruktur des Prionproteins sind und somit trotz gleichen
Ursprungs unterschiedliche Prionerregerstimme mit divergierenden biochemischen und kli-
nischen Figenschaften entstehen kénnen und eine Ubertragung erfolgreich oder nicht er-
folgreich sein kann (Peretz et al. 2002; Crowell et al. 2015a; Espinosa et al. 2016). Letztend-
lich zeigt das neue missgefaltete Prionprotein im Empfinger die eigene, artenspezifische und
in der aktuellen Umgebung biochemisch stabile Aminosduresequenz des PrP¢ und nicht die
des inokulierten PrP* (Bockman et al. 1987). Somit kann z. B. eine Maus in verschiedenen
Geweben jeweils unterschiedliche pathologische Prionproteine aufweisen, obwohl diesem

Tier nur ein Erregerstamm des Prionproteins tbertragen wurde (Béringue et al. 2008).

4.3.3.3 Hat die Transmissionsroute einen Einfluss auf den Phinotypen?

Zusammenfassend stellten Brandner et al. 2008 fest, dass Kuru am ehesten Ahnlichkeit mit
der iCJD (periphere Transmission von kontaminiertem Wachtsumshormon) (Brandner et al.
2008) bzw. einem seltenen Subtyp der sCJD (Parchi et al. 1996) aufweist (s. Kapitel 4.3.3)
und somit die vCJD, u. a. aufgrund der immunhistochemischen Detektion von PrP* im lym-
phoretikuliren Gewebe, einen von den ibrigen erworbenen humanen Prionerkrankungen
distinkten Prionerregerstamm darstellt und die distinkten Eigenschaften somit nicht auf die
periphere Transmissionsroute sondern auf die Prionerregerstammeigenschaften zurtickzu-
fithren sein mussen. Wenn man jedoch annimmt, dass das infektiose Agens der Kuru-Er-
krankung nicht wie angenommen oral aufgenommen wurde, sondern wie ebenfalls diskutiert
parenteral tber mukosen Kontakt mit infektiosem Gewebe, z. B. konjunktival oder trans-
dermal (Goodfield 1997; Liberski und Gajdusek 1997), stellt die vCJD wiederum die einzige
humane erworbene Prionerkrankung dar, die oral akquiriert wurde und die o. g. These muss
kritisch hinterfragt werden, da der Infektionsweg dann doch eine entscheidende Rolle be-
zuiglich der distinkten phianotypischen und histopathologischen Eigenschaften spielen kann
und somit das LRS einzig aufgrund der enteralen Infektionsroute beteiligt wire. Dies wire
ebenfalls eine mégliche Erklirung, warum kein PrP*-2-Nachweis im LRS von Kuru-Patien-

ten gelang.

4.3.3.4 Haben die Inkubationszeiten einen Einfluss auf den Phinotyp?

Genauso konnte es sein, dass die bislang diagnostizierten vCJD-Fille allesamt eine kurze

Inkubationszeit gemein haben und deren Charakteristikum die Replikation von PrP* im
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lymphatischen Gewebe darstellt. Die Falle mit lingerer Inkubationszeit und moglicherweise
fehlender Replikation von PrP* in lymphatischen Gewebe sind eventuell einfach nur noch
nicht ausgebrochen (Hill et al. 1999a).

4.3.3.5 Zusammenfassung der Ubertragbarkeit von Prionerkrankungen

Somit existieren bislang insgesamt ,,[...] finf [gesicherte] Faktoren, die die Effizienz der
Ubertragbarkeit determinieren: (I) der Ubertragungsweg [intrazerebral, parenteral, enteral],
(II) die Infektionsdosis [je hoher, desto effizienter]| (Titer), (III) die Aminosduresequenz und
dreidimensionales Struktur des Prionstammes [einschlief3lich der Glykosylierungstruktur des
PrP¢und des PrP* (Wiseman et al. 2015)], (IV) das Prion-Protein-Gen der Empfiangerspezies
und (V) die indirekt aus (I1I) und (IV) resultierende Wechselwirkung zwischen dem eindrin-
genden PrP* und dem PrP* der infizierten Spezies.” (Hornlimann 2001a)

4.4  Offene Fragen und Ausblick

Anhand des Ergebnisses dieser Arbeit kann die Annahme, dass das LRS der sCJD frei von
PrP* ist, mit Hilfe der PET-Blot-Methode bestitigt werden. Diese vorherige in der Literatur
beschriebene Erkenntnis basierte auf der Untersuchung des LRS-Gewebes mit immunhisto-
chemischen Untersuchungen, wie z.B. dem Western-Blot. In der Vergangenheit zeigt sich
jedoch bereits, dass die PET-Blot-Methode einen sensitiveren Nachweis beztiglich des PrP*-
Nachweises bei Prionerkrankungen und insbesondere beziiglich der sCJD erbringen konnte,
als die genannten konventionellen Methoden, sodass es galt, diese, die vC]JD als distinkte
humane Prionerkrankungen charakterisierende Annahme mit ausschlaggebenden Konse-
quenzen fiir das Verstindnis, die Diagnostik und therapeutische Ansitze mit Hilfe der PET-
Blot-Methode zu verifizieren. Nach diesem Ergebnis stellt die vCJD weiterhin eine in den
humanen Prionerkrankungen alleinstehende Krankheitsentitit dar, da sich nur hier das PrP*
im LRS detektieren ldsst. Somit gilt es in der Zukunft, diese distinkte Figenschaft niher zu
charakterisieren, den dahinterstehenden Pathomechanismus besser verstehen zu lernen und
den Grund, warum das PrP* nur hier gefunden werden kann, herauszufinden. Kénnte es
auch in Anbetracht der Vielfalt des PrP* auch Varianten bei den tibrigen Prionerkrankungen
geben, die mit den bislang durchgefiihrten Methoden und Behandlungen degradiert werden
und somit nicht mehr nachweisbar wiren? Oder liegt der Grund der PrP*-Akkumulation im
LRS tatsichlich in der oralen Transmissionsroute? Doch warum zeigen dann Kuru-Er-
krankte hier keinen Nachweis? Oder liegt das Geheimnis in der zoonotischen Herkunft des
PrP*, da die vCJD die bislang einzige bekannte humane Prionerkrankung nach Transmission
einer tierischen Prionerkrankung darstellt und die orale Transmission einer humanen Prio-
nerkrankung (vermutlich sCJD als Grund fir die Kuru-Epidemie) keine PrP*-Akkumulation
im LRS zeigte? Diesbeztglich muss auch die neue atypische/Nor98 Scrapie sowie die CWD
kritisch hinterfragt werden und eine mégliche Ubertragbarkeit iiber die Nahrungskette auf
den Menschen ausgeschlossen und die Speziesbarriere besser verstanden werden. Bislang

sind bereits einige Faktoren bekannt, die diese entscheidend beeinflussen, wie der PrP*-Typ
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oder der 129MV-Polymorphismus des PRINP-Gens, jedoch sind die genauen Mechanismen
weiterhin unbekannt. Interessanterweise fanden Wemheuer et al. 2009 heraus, dass die aty-
pische/Nor98 Scrapie viele Parallelen zu dem sCJD-Typ 1 aufweist und die klassische Scra-
pie stark dem sCJD-Typ 2 gleicht, sodass sie die These aufstellten, dass tibergeordnete Grup-
pen von Prionerkrankungen existieren kénnten, die in jeder Spezies prisent sein kénnten
(Wembheuer et al. 2009b). Hiernach wiirden die BSE und die vCJD einer iibergeordneten
Gruppe von PrP*-Typ2-Erkankungen zugeordnet werden. Weiterhin muss der positive
Nachweis von PrP* im LLRS von vCJD-Patienten und sein tatsichlicher Krankheitswert kri-
tisch aufgearbeitet werden, denn nur weil dieses hier und in keiner anderen humanen Prio-
nerkrankung nachweisbar ist, muss es nicht zwangslaufig ein fiir die Krankheit charakterisie-
rendes Merkmal sein. Es konnte sein, dass die heute angewendeten Methoden die PrP*-
Akkumulation im LRS der vCJD-Patienten nur detektieren kdnnen, weil die PrP*-Konzent-
ration in den anderen Prionerkrankungen unterhalb der Detektionsschwelle liegt. Ein Bei-
spiel hierfur entstammt der atypischen/Nor98 Scrapie, da hier nur das Bioassay in der Lage
war, die Infektiositit der Lymphknoten nachzuweisen, obwohl die PET-Blot-Methode und
die tibrigen konventionellen immunhistochemischen Methoden dieses bereits als negativ ge-
wertet hatten (Andreoletti et al. 2008). Des Weiteren wurden in GrofB3britannien PrP*-Pra-
valenzen in Appendizes von bis zu 1 von 2000 Personen genannt. Werden diese Personen
tatsachlich alle erkranken und bis dahin Andere tiber eine sekundire Transmission infizieren?
Wenn allerdings kein Krankheitsausbruch oder Transmission stattfindet, was bedeutet dann
dieser Nachweis (Mackenzie und Will 2017)? Hinzukommt, dass ebenfalls die sekundiren
Transmissionsméglichkeiten z. B. via Blutprodukte noch nicht richtig verstanden sind. Es ist
unklar, ab wann das PrP* im Blut der betroffenen Patienten auftaucht, in welchem Zusam-
menhang es mit der Inkubationszeit steht und welchen Einfluss die Hohe der PrP*-Kon-
zentration im Blut auf den Krankheitsverlauf zeigt (McCutcheon et al. 2011). Des Weiteren
muss auch in Anbetracht der aktuellen wissenschaftlichen Fortschritte die Ubertragungs-
moglichkeit via Stammzelltransplantationen in Betracht gezogen werden (Head 2013). Hie-
raus wird ersichtlich, dass ein entscheidender Schritt im Verstindnis der Prionerkrankungen
durch das Verstindnis der Transmissionseigenschaften erbracht werden wirde und dies
groB3e Folgen fir die Diagnostik und die Therapie dieser Erkrankungen haben kénnte. So
koénnte man frithzeitig risikoarme diagnostische Tools am LRS entwickeln oder das Wissen
nutzen, um bei genauerer Kenntnis, die Neuroinvasion z. B. durch Blocken der Kommuni-
kation zwischen FCDs und enterischem Nervensystem zu verzogern bzw. zu stoppen bzw.
die Balance der Replikation/Degradation zu Gunsten der Degradation in den SLOs zu vet-
andern. Es ist ebenso denkbar, einen Impfschutz aufgrund des Wissens um die nasal/oral-
mukose Infektionsroute durch mukdse Vakzination zu entwickeln (Gofii et al. 2005; Gofii et
al. 2008). AbschlieBend kann interessanterweise ein Transfer auf den Uberbegriff ,Proteinag-
gregationserkrankungen‘ erfolgen, da das Prionprotein nicht das einzige Protein in der Natur
ist, das sich durch pathologische Eigenschaften wie das starke Aggregationsverhalten, Un-

l6slichkeit in Detergenzien oder Resistenz gegentiber proteinzerstérenden Substanzen
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auszeichnet. Es gibt z.B. in den Saccharomyces cerevisiae ein dhnliches Proteinverhalten der
Ure2 und Sup35 (Wickner 1994; Halfmann et al. 2010) und auch bei anderen Proteinaggre-
gationserkrankungen wird diskutiert, inwieweit diese dhnliche Eigenschaften wie das Prion-
protein aufweisen. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde ein neuer Uberbegriff der Profein-
miisfolded disorders ins Leben gerufen, zu denen mittlerweile u. a. Alzheimer, Parkinson und 20
weitere Erkrankungen gezihlt werden (Soto 2001; Chiti und Dobson 20006). Auch zihlen
weitere Amyloidosen, die sich dhnlich den Amyloidablagerungen im Rahmen der Alzheimer-
Erkrankung verhalten dazu (Prusiner et al. 1983; Kretzschmar 2001). Weiterhin fanden Sil-
veira et al. 2005 interessanterweise heraus, dass nicht etwa die Fibrillen am infektiGsesten
sind, sondern nicht-fibrillire, 300-600 kDa-leichte, 14-28 Prionmolekiilen entsprechende
Partikel (Silveira et al. 2005). Aufgrund dieser Beobachtung wird diskutiert, ob die amyloiden
Fibrillen nicht infektiés bedingt, sondern als protektive Immunreaktion des Organismus auf
die gefihrlichen kleinen, subfibrilliren Oligomere anzusehen ist, wie es bereits bei der Alz-

heimer Erkrankung oder anderen Amyloidosen spekuliert wird (Aguzzi und Calella 2009).

Aus all diesen Fragen und den fehlenden Antworten wird ersichtlich, wie bedeutend die Pri-
onerkrankungen noch heute sind und dass diese Erkrankungen besser verstanden werden
miussen — nicht nur zur besseren Diagnostik und Therapie der Prionerkrankungen selbst,

sondern auch aufgrund Ihrer Bedeutung fiir andere Proteinaggregationserkrankungen.
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5 Zusammenfassung

Die Prionerkrankungen umfassen eine neurodegenerative Erkrankungsgruppe in Menschen
und Tieren, deren Gemeinsambkeit es ist, durch ein sich falsch gefaltetes korpereigenes (PrP°)
Protein (PrP*) ausgeldst zu werden, immer tédlich zu verlaufen und innerhalb einer Spezies
und tiber Speziesgrenzen hinweg potenziell iibertragbar zu sein. Beziiglich der humanen Pri-
onerkrankungen unterscheidet man die sporadischen (idiopathisch), die hereditiren (gene-
tisch) und die erworbenen (transmissibel) Prionerkrankungen. Neben Unterschieden in der
Atiopathogenese, der Inkubationszeit, der klinischen Ausprigung, der Diagnostik sowie der
Neuropathologie findet sich vor allem ein fir die Bevolkerung wichtiger Unterschied zwi-
schen der sCJD und der vCJD in ihrer potenziellen Ubertragbarkeit. Wo bei der sCJD eine
mégliche Ubertragbarkeit dieser Erkrankung nur durch zentrale Inokulation tiber kontami-
nierte Medizinprodukte bekannt ist, ist bei der vCJD auch eine periphere Ubertragung iiber
Blutprodukte moglich. Beziiglich der letztgenannten Erkrankung bereitet vor allem der Be-
volkerung Grof3britanniens der PrP*-Nachweis im peripheren Gewebe nach oralem Eintrag
des BSE-Erregers in den menschlichen Korper grof3e Sorge, da dieser im lymphatischen Sys-
tem (LRS) oder im Blut sogar bereits vor Einsetzen klinischer Symptome positiv ist und so
bereits Ubertragungen durch Blutspenden nachgewiesen werden konnten. Hier kommt er-
schwerend hinzu, dass die Prionerkrankungen bislang nur durch eine histologische Untersu-
chung von Hirngewebe (pri- oder postmortal) sicher diagnostiziert werden kénnen. Seit der
Entdeckung von PrP* im lymphatischen Gewebe (Tonsillen und Appendix) bei vCJD-Pati-
enten noch vor Ausbrechen klinischer Symptome, breitet sich die Hoffnung aus, bereits
praklinisch diese Erkrankung durch gezielte Biopsien diagnostizieren zu koénnen. Hinzu
kommen Meldungen iiber positive PrP*-Nachweise in Blutproben sowie die Mdéglichkeit,
diese als diagnostisches Tool nutzen zu kénnen. Doch diese Ergebnisse liefern nur einen
diagnostischen Nutzen und Erkenntnisse tiber mogliche differierende Pathomechanismen,
wenn man sie hierdurch von den tbrigen humanen Prionerkrankungen, insbesondere von
der sCJD, unterscheiden kann. Dies legen die o. g. Studien nahe — doch noch stand ein ne-
gativer Nachweis der untersuchten und relevanten Gewebeproben der sCJD-Patienten mit
der bislang hierfiir sensitivsten Untersuchungsmethode - der PET-Blot-Methode - aus, so-
dass diese genannten negativen Nachweise des sCJD-Gewebes differenziert betrachtet wer-
den miissen. Diese diagnostische Liicke konnte ich nun mit dieser Untersuchung schlieBen.
Ich konnte mit Hilfe verschiedener in der Literatur diskutierter Gewebetypen des LRS von
humanen sCJD-Patienten im Vergleich zu entsprechendem Gewebe von klassischen Scrapie-
Fillen belegen, dass auch mit Hilfe der PET-Blot-Methode kein PrP*-Nachweis im lympha-
tischen Gewebe von sCJD-Patienten, iCJD-Patienten und im Gewebe anderer neurodege-
nerativer Erkrankungen méglich ist, sodass bestitigt werden kann, dass bislang nur die vC]D
im Bereich der humanen Prionerkrankungen einen positiven Nachweis (mit Hilfe von Wes-
tern-Blot, Immunhistochemie, Bioassay und PET-Blot) fir PrP* im peripheren lymphati-
schen Gewebe erbringt. Das LRS-Gewebe der klassischen Scrapie-Erkrankung konnte als

Positivkontrolle genutzt werden, da dieses, wie auch die BSE oder die CWD in Hirschen
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weitere tierische Prionerkrankungen darstellen, die als einzige das PrP* im LRS prisentieren.
Doch warum sich nur in Menschen beztiglich der vCJD das PrP* im lymphatischen Gewebe
detektieren ldsst und ob dies auf die unterschiedlichen Transmissionsrouten, Prionerreger-
stimme, Inkubationszeiten, die genetischen Voraussetzungen oder das Alter des Wirts zu-
ruckzufthren ist, bleibt Gegenstand der Forschung, da dies erhebliche Auswirkungen nicht
nur auf die Diagnostik und Therapie der Prionerkrankungen selber, sondern auch auf andere
sogenannte Proteinaggregationserkrankungen, wie dem M. Alzheimer oder dem M. Parkin-

son hat.
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