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Einleitung 1

1 Einleitung

Scrapie ist eine Erkrankung bei Schafen und Ziegen, die 1732 erstmals beschrieben wurde
und daher seit mehr als 270 Jahren bekannt ist (MCGOWAN 1922). Sie gehdrt wie die bovine
spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Rindern und die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK)
beim Menschen zu den transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSEn). Dabei han-
delt es sich um eine Gruppe neurodegenerativer, progressiver und stets todlich verlaufender

Erkrankungen. Scrapie kommt mit Ausnahme von Australien und Neuseeland weltweit vor.

Die Natur des Erregers ist noch nicht vollstidndig geklart. PRUSINER (1982) verwendete als
erster den Begriff Prion, der sich von ,,proteinaceous infectious particle* ableitet. Die daraus
abgeleitete ,,protein-only“-Theorie geht davon aus, dass es sich bei dem Erreger um die fehl-
gefaltete Isoform, PrPSC, des wirtseigenen Prionproteins, PrPC, handelt. Der Erreger zeigt eine
ungewoOhnlich hohe Resistenz gegeniiber chemikalischen und physikalischen Inaktivierungs-

verfahren.

Scrapie gilt im Gegensatz zu BSE als nicht libertragbar auf den Menschen. Nach Einfiihrung
der Verordnung (EG) Nr. 999/2001 mit Vorschriften zur Verhiitung, Kontrolle und Tilgung
bestimmter transmissibler spongiformer Enzephalopathien, welche auch die stichprobenartige
Testung von geschlachteten und verendeten Schafen und Ziegen beinhaltete, kam es zu einem

Anstieg der diagnostizierten Scrapiefille innerhalb Deutschlands sowie in der EU.

Bei der Scrapie sind klassische und atypische Formen bekannt. Atypische Scrapiefille wurden
erstmals 1998 in Norwegen beschrieben (BENESTAD et al. 2003), weshalb diese Isolate auch
als Nor98-Scrapie bezeichnet wurden. Inzwischen wurden atypische Scrapiefille, die im
Vergleich zum klassischen Scrapieerreger ungewohnliche Eigenschaften aufweisen, in zahl-

reichen Landern der EU beschrieben.

Schafe konnen experimentell mit dem BSE-Erreger infiziert werden, wobei eine BSE-
Infektion im Schaf klinisch nicht von einer Scrapieinfektion unterschieden werden kann. Es
ist bekannt, dass Tiermehl vor Einfiihrung des Verfiitterungsverbotes auch an Schafe und
Ziegen verflittert wurde. Um das Risiko einer BSE-Infektion innerhalb der Schaf- und Zie-
genpopulation einschdtzen zu konnen, miissen daher geméf der Verordnung (EG) Nr.
36/2005 zur Anderung der VO (EG) Nr. 999/2001 seit dem 14.01.2005 alle bei kleinen Wie-
derkéduern festgestellten TSE-Fille in der EU einem differentialdiagnostischen Test unterzo-
gen werden, um BSE von Scrapie zu unterscheiden. Der erste Fall einer natiirlichen Ubertra-

gung des BSE-Erregers auf eine Ziege wurde 2005 bekannt (ELOIT et al. 2005).



2 FEinleitung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein differentialdiagnostischer Test (FLI-Test)
entwickelt, um direkt am Schafmaterial die Abgrenzung einer BSE-Infektion von einer Scra-
pieinfektion zu ermdglichen. Bei einem Teil der dafiir verwendeten deutschen klassischen
Scrapiefille wurde diese Charakterisierung zusitzlich im Mausbioassay durchgefiihrt, um die
Ergebnisse aus dem FLI-Test zu verifizieren und die vorhandenen Scrapiestimme weiterge-

hend zu charakterisieren.

Der zweite Teil dieser Arbeit enthélt experimentelle Untersuchungen zur biochemischen
Charakterisierung und Ubertragbarkeit atypischer deutscher Scrapieisolate sowie zu deren

Differenzierung gegeniiber dem BSE-Erreger.
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2 Literaturubersicht

2.1 Das Prionprotein

2.1.1 Das Prionmodell

Seit Mitte der 60er Jahre des 20. Jahrhunderts wurde iiber die Natur des Erregers der Trans-
missiblen spongiformen Enzephalopathien (TSEn) diskutiert. Die Virus-Theorie wird heute
von DIRINGER et al. (1994) und MANUELIDIS (1994, 1995, 2003) vertreten. Als Ursache
wird von diesen das Vorliegen eines ungewdhnlichen, sogenannten ,,slow*-Virus vermutet.
Da bisher der Nachweis einer TSE-spezifischen Nukleinsdure oder {iberhaupt einer Nuklein-
sdure, die lang genug wire, um ein kleines Protein zu kodieren, nicht gelang (RIESNER et al.
1993), gilt diese Theorie als unwahrscheinlich. Die Virino-Theorie (KIMBERLIN 1982,
DICKINSON u. OUTRAM 1988) geht davon aus, dass der Erreger aus einer spezifischen
Nukleinsdure besteht, die von einem wirtsspezifischen Protein umbhiillt ist. Durch die Virino-
Theorie konnten das Fehlen der Immunantwort bei den TSEn und auch die Stammvariationen

erklart werden.

Schon 1966 stellten ALPER et al. (1966) fest, dass der Scrapie-Erreger nicht durch ionisie-
rende und UV-Bestrahlung inaktiviert wird und folgerten daraus, dass dieser Erreger kleiner
als alle bisher bekannten Viren ist und dass es sich vielmehr um ein Protein handeln konnte.
Prusiner konnte spdter bestdtigen, dass Scrapie-Erreger nicht durch Verfahren inaktiviert
werden, die Nukleinsduren verdndern oder zerstoren, wohl aber durch Behandlungen, die zum
Abbau oder der Zerstdrung von Proteinen fithren. Er zog daraus die Schlussfolgerung, dass es
sich nicht um ein Virus, sondern um einen neuartigen, proteinartigen Erreger handeln muss,
den er als Prion (proteinaceous infectious particle, daraus entstand der Begriff ,Prion’) be-
zeichnete (PRUSINER 1982). Die darauf beruhende ,protein-only* Theorie (GRIFFITH
1967, PRUSINER 1991) geht davon aus, dass es sich bei dem infektiosen Erreger um die
pathologische Isoform, PrP%, des zelluldren Prionproteins, PrPS, handelt. Der bis heute aus-
stehende Nachweis einer erregerspezifischen Nukleinsiure, die Verbindung zwischen PrP>
und einer Scrapieinfektion (BOLTON et al. 1982, PRUSINER 1982), die Zusammenhinge
zwischen dem Prionproteingen und unterschiedlichen Empfanglichkeiten gegeniiber Prionen
(PRUSINER et al. 1990) und familidren Prionenkrankheiten (HSIAO et al. 1989) sowie der
Nachweis, dass PrP-Knockout-Mause unempfanglich gegeniiber einer Scrapieinfektion sind
(BUELER et al. 1993), unterstiitzen diese Theorie, obwohl sie immer noch kontrovers disku-

tiert wird (SOTO u. CASTILLA 2004).
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2.1.2 Das Prionproteingen (PRNP)

Das Prionproteingen (PRNP) ist bei allen Sdugetieren hoch konserviert. Es handelt sich um
ein Gen, das in einfacher Kopie vorliegt und fiir den Aufrechterhalt der Zelle notwendig ist
(COLLINS et al. 2004). Das PRNP wird am stédrksten in Neuronen exprimiert (OESCH et al.
1985), aber auch in Oligodendrozyten, Astrozyten und in geringerer Menge in zahlreichen
extrancuronalen Geweben wie der Niere. Ein Gen, das PrP¢ oder PrP-dhnliche Proteine
kodiert, wurde auch bei Vogeln, Reptilien, Amphibien und Fischen beschrieben (WOPFNER
et al. 1999, SIMONIC et al. 2000, STRUMBO et al. 2001, OIDTMANN et al. 2003,
RIVERA-MILLA et al. 2003). Das PRNP der Saugetiere beinhaltet in Abhédngigkeit von der
jeweiligen Tierart zwei oder drei Exons, wobei das letzte Exon den vollstindigen offenen
Leserahmen enthélt. Das PRNP des Schafes befindet sich auf Chromosom 13 und besitzt zwei
kurze, 5’ nicht-translatierte Exons und ein langes kodierendes drittes Exon (GOLDMANN et
al. 1990, GOLDMANN 1993). Der offene Leserahmen fiir das PrP® von Ziege und Schaf
kodiert fiir 256 Aminosduren (GOLDMANN et al. 1990, 1996). Bei zahlreichen Tierarten
wurden Polymorphismen fiir das Prionprotein beschrieben, z.B. bei Mdusen (WESTAWAY et
al. 1987, 1994, BARRON et al. 2001, 2003, 2005), Schafen und Ziegen und auch beim Men-
schen, die mit verdnderten Inkubationszeiten und Empféanglichkeiten fiir TSEn einhergehen.
Diese beruhen auf Punkt- oder Insertationsmutationen im offenen Leserahmen des Prionpro-

teingens. Durch solche Mutationen kann der a-helikale Bereich des Prionproteins destabili-

siert und die Konversion zu einer -Faltblattstruktur begiinstigt werden.

2.1.3 Das zellulire Prionprotein (PrP)

Das reife PrPC ist ein Glykoprotein, welches im rauen endoplasmatischen Retikulum (ER)
synthetisiert und iiber den Golgi-Apparat zur Zelloberfldche transportiert wird. Es hat eine
molekulare Masse von 33-35 kDa. Wihrend der Synthese im ER finden mehrere posttransla-
tionale Modifikationen statt: Amino-(N)-terminal wird ein 23 Aminosduren umfassendes
Signalpeptid abgespalten, zwischen zwei Cysteinen am Carboxy-(C)-Terminus wird eine
Disulfidbriicke gebildet und nach Abspaltung eines C-terminalen hydrophoben Peptids wird
ein Glykosylphosphatidylinositolanker (GPI-Anker) angefiigt, iiber den das PrP® an der Zell-
oberfliche verankert wird. Weiterhin konnen im ER und Golgi-Apparat an Position 180 und
196 (Mausprionprotein) an den dortigen Asparaginresten Oligosaccharide angefiigt werden,
so dass das zelluldre Prionprotein in drei Isoformen vorliegt: unglykosyliert, einfach oder

zweifach glykosyliert.

Auf der Zelloberfliche ist PrP¢ in Caveolen oder ,caveolae-like-domains’ lokalisiert (VEY et
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al. 1996). Nicht alle PrP°-Molekiile bleiben auf der Zelloberfliche: ein Teil der PrP-
Molekiile unterliegt einem endozytotischen Kreislauf, bei dem es zur endozytotischen Auf-
nahme in die Zelle und danach zur erneuten Prisentation auf der Zelloberfliche kommt

(SHYNG et al. 1993).

Die biologische Funktion von PrP® ist noch nicht abschlieBend geklirt. PrP-Knockout-Miuse,
bei denen der offene Leserahmen zerstort wurde, sind normal entwickelt und zeigen keine
verkiirzte Lebensdauer (BUELER et al. 1992, MANSON et al. 1994). Lediglich geringgradi-
ge Abweichungen im zirkadianen Rhythmus (TOBLER et al. 1996), verdnderte Funktionen
des Hippocampus (COLLINGE et al. 1994, COLLING et al. 1997, HERMS et al. 1999,
MALLUCKCI et al. 2002) und geringgradige Verhaltensinderungen wurden beschrieben. PrP-
Knockout-Miuse, denen mehr als der offene Leserahmen des PRNP entfernt wurde, entwi-
ckeln sich ebenfalls normal, zeigen jedoch im hoheren Alter Ataxien und einen Verlust der
Purkinjezellen im Kleinhirn (SAKAGUCHI et al. 1996, MOORE et al. 1999, SILVERMAN
et al. 2000, ROSSI et al. 2001). Das PrP® konnte im neuronalen Kupfermetabolismus
(BROWN et al. 1997, BROWN 2004), bei der synaptischen Signaliibertragung (COLLINGE
et al. 1994) oder bei der Bildung und Differenzierung bestimmter Nervenzellen (STEELE et
al. 2006) eine Rolle spielen.

Die Struktur des PrP® besteht aus drei a-Helices und zwei kurzen antiparallel angeordneten -
Faltbléttern (RIEK et al. 1996, 1997, ZAHN et al. 2000). Die globulire Domine umfasst die
Aminosduren 121 bis 231, wihrend der N-terminale Teil unstrukturiert ist. Inzwischen wur-
den die dreidimensionalen Strukturen der PrP -Molekiile zahlreicher Tierarten mittels NMR-
Untersuchungen (nuclear magnetic resonance — Magnetische Kernresonanz) aufgeklart
(LOPEZ GARCIA et al. 20000, HORNEMANN et al. 2004, CALZOLAI et al. 2005,
GOSSERT et al. 2005, LYSEK et al. 2005).

PrP€ wird durch Proteinase K (PK) komplett verdaut und ist in milden Detergentien 16slich.

2.1.4 Die Scrapie-Isoform des Prionproteins (PrP%)

Die Aminosiuresequenz und die molekulare Masse von PrP und PrP*° sind gleich, Unter-

schiede finden sich jedoch in der Konformation und den biochemischen Eigenschaften.

PrP liegt als o-helikales Monomer vor, wihrend PrP> aufgrund des erhdhten Anteils an B-
Faltblattstrukturen zu dicht gepackten Multimeren aggregiert (BASKAKOV et al. 2002). Dies
fiihrt bei PrP*° zu einer partiellen Resistenz gegeniiber dem Verdau mit zahlreichen Proteasen,

darunter Proteinase K (PK): N-terminal werden ungefdhr 70 Aminosduren abgespalten, wo-
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durch sich die molekulare Masse des PK-resistenten PrP* auf 27-30 kDa verringert. Die
Folge ist eine charakteristische Verschiebung (,shift’) der molekularen Masse von PrP*¢ im
Western Blot. Das PK-verdaute PrP> wird wegen der verinderten molekularen Masse auch
als PrP*">" bezeichnet, bleibt jedoch infektios. Die PK-Resistenz ist allerdings nur relativ; sie
ist u.a. vom Verhiltnis der eingesetzten PK-Menge zur eingesetzten Proteinmenge und vom
verwendeten TSE-Erregerstamm abhingig und kann unter denaturierenden Bedingungen
deutlich erniedrigt sein. Im Gegensatz zu PrP® ist PrP*° auch nach Zugabe milder Detergen-
tien unldslich. PrP* hat eine hohe Tendenz zur Bildung fibrilldrer Aggregate, die elektronen-
mikroskopisch dargestellt werden konnen (Abb. 2.1) und als Scrapie-assoziierte Fibrillen
(SAF) oder ,,prion rods“ bezeichnet werden (PRUSINER et al. 1983). PrP*® hat im Gegensatz
zu PrP® einen héheren Anteil an B-Faltblattstrukturen (PAN et al. 1993). Solche Strukturen
konnen auch in vitro aus rekombinantem, bakteriell exprimiertem Prionprotein unter geeigne-
ten Bedingungen entstehen (BASKAKOV et al. 2002). Es handelte sich dabei um N-terminal
verkiirztes, rekombinantes PrP, welches die Aminosduresequenz von 89 bis 230 enthielt und
in B-Faltblatt-reiche Strukturen aggregierte. Diese waren in der Lage, in transgenen Méusen

eine TSE-Erkrankung hervorzurufen (LEGNAME et al. 2004).

Abb. 2.1: Elektronenmikroskopische
Darstellung aufgereinigter  Scrapie-
assoziierter Fibrillen (SAF) bei mit
dem Scrapiestamm Me7 infizierten
C57Bl6-Midusen (KASCSAK et al
1986).

G.ipm
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2.1.5 Konversion von PrP¢ zu PrP*

Der genaue Ablauf der Konversion von PrP€ zu PrP* ist noch nicht vollstindig geklart. Auch
der Ort der Konversion wird kontrovers diskutiert: Sie konnte an der Zelloberfliche in den
Caveolen (HARRIS 1998) oder sog. ,./lipid rafts* (Baron et al. 2002), in den Endosomen
(CAUGHEY et al. 1991, ARNOLD et al. 1995) oder in Lysosomen (LASZLO et al. 1992,
MAYER et al. 1992) stattfinden. Der genaue Mechanismus der Umfaltung von PrP® in PrP®°
ist noch nicht geklirt, aber man nimmt an, dass sich Zwischenprodukte von PrPC schrittweise
umfalten und sich die verdnderten biochemischen Eigenschaften aneignen (HARRIS 1998,
JACKSON et al. 1999). Fiir diese Umfaltung ist der direkte Kontakt zwischen PrP© und PrP*
notwendig. Zwei verschiedene Modelle wurden zur Beschreibung dieser Umfaltung vorge-
schlagen: das Heterodimer-Modell von PRUSINER (1991) und das Kristallisationsmodell
von Lansbury (COME et al. 1993, CAUGHEY et al. 1995).

Abb. 2.2: Schematische
Darstellung des mono-
meren PrP?’?° (links)
und des  trimeren
PrP?"**  (GOVAERTS
et al. 2004).

Im Heterodimer-Modell ist die spontane Umfaltung in PrP* in der Regel energetisch unmog-
lich. Hierzu ist die direkte Interaktion des PrP® mit exogenem PrP*® erforderlich. Durch Muta-
tionen im Prionprotein, wie sie bei familidren Prionenkrankheiten vorkommen, kann die
initiale Umfaltung jedoch auch spontan erfolgen, wenn auch ausgesprochen ineffizient
(WEISSMANN 1999). Beim Kristallisationsmodell ldsst sich monomeres PrP® reversibel in
ein Konversionsintermediat PrP” iiberfiihren, das Gleichgewicht der Reaktion liegt jedoch
eindeutig auf Seite des zelluldren PrPC. Erst wenn sich PrP” an einen Infektionskeim (,,seed*)
aus mehreren PrP*-Molekiilen anlagert, verschiebt sich das Gleichgewicht endgiiltig zu PrP®°
und es bilden sich fibrilldre Aggregate aus. Diese Amyloide kdnnen wiederum fragmentieren
und neue Infektionskeime bilden. Die GroBe der Fragmente scheint dabei eine besondere
Rolle zu spielen: SILVEIRA et al. (2005) konnten zeigen, dass Aggregate aus 14-28 Prion-

2730 in trimeren

molekiilen die hochste Infektiositit besitzen. Ein Modell, wie monomeres PrP
PrP?" Strukturen aggregieren konnte, ist in Abbildung 2.2 dargestellt (GOVAERTS et al.

2004).
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Es ist in vitro moglich, PrP¢ zu PrP*° zu konvertieren (KOCISKO et al. 1994, BESSEN et al.
1995, CAUGHEY et al. 1999). In diesen Ansidtzen gelang es aber nur, PK-resistentes, nicht
jedoch infektidses PrP* zu generieren. Erst durch eine neue Methode, die mittels Ultraschall
PrP®¢ amplifiziert (SABORIO et al. 2001, SOTO et al. 2002) und als PMCA (protein misfol-
ding cyclic amplification) bezeichnet wird, konnte pathogenes PrP erzeugt werden, das bei
syrischen Hamstern zu einer TSE-Erkrankung fithrte (CASTILLA et al. 2005b). Dieser Ver-

such gilt als weiterer Beleg fiir die ,,protein-only* Theorie.

2.2 Transmissible spongiforme Enzephalopathien

Transmissible spongiforme Enzephalopathien sind infektidse, neurodegenerative Erkrankun-
gen (ASHER et al. 1976, FRASER 1976) des zentralen Nervensystems (ZNS), die durch die
Akkumulation einer abnormen Isoform (PrP*°) des wirtseigenen, zelluliren Prionproteins
(PrP%) gekennzeichnet sind. Sie kommen sowohl beim Menschen als auch bei zahlreichen
Sdugetierspezies vor. Nach einer monate- bis jahrelangen Inkubationszeit kommt es zu einem
progressiven Krankheitsverlauf, der immer tddlich endet. Die neurodegenerative Schiadigung
des ZNS ist durch die Ablagerung von PrP*, spongiformen Lisionen im Neuropil, Degenera-
tion von Nervenzellen und Astrozytose gekennzeichnet. Eine humorale oder zelluldre Immun-
antwort fehlt jedoch. Das klinische Bild ist durch Ataxie, Demenz und Sensibilitatsstorungen

gekennzeichnet. Einen Uberblick iiber alle beim Menschen und den Tieren vorkommenden

TSEn gibt Tabelle 2.1.

Tab. 2.1:  Ubersicht iiber die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien bei Tieren und
Menschen (PRUSINER 1997)

Transmissible spongiforme Enzephalopathien

Tiere Mensch

Scrapie Kuru

Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) | Creutzfeldt-Jakob Krankheit (CJK)

Transmissible Nerz-Enzephalopathie (TME) | - iatrogen

Chronic Wasting Disease (CWD) - sporadisch

Feline Spongiforme Enzephalopathie (FSE) | - familiér — genetisch

- neue Variante

Spongiforme Enzephalopathie der Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom

exotischen Wildwiederkduer (GSS)

Fatale Familidre Insomnie (FFI)




Literaturiibersicht 9

Bei StrauBlen wurde eine avidre spongiforme Enzephalopathie publiziert (SCHOON et al.
1991a, b), die Ubertragbarkeit dieser Enzephalopathie gilt bisher jedoch als nicht gesichert.

2.2.1 Bovine spongiforme Enzephalopathie

Neben der Scrapie bei Schafen und Ziegen ist die Bovine Spongiforme Enzephalopathie
(BSE) beim Rind die wohl bekannteste transmissible spongiforme Enzephalopathie bei Tie-
ren. 1985 wurde sie in Grof3britannien zum ersten Mal beschrieben (WELLS et al. 1987). Bis
zum Dezember 2005 wurden iiber 180.000 BSE-Fille in GroBbritannien (DEFRA 2005b) und
tiber 5000 Fille in anderen europdischen Léndern (O.L.E. 2006) gefunden. Inzwischen ist BSE
auch in Landern auBlerhalb Europas aufgetreten; so wurden BSE-Fille in Israel, Japan, Kana-
da und in den Vereinigten Staaten (O.L.E. 2006) verzeichnet. Vor dem Jahr 2000 wurden in
Deutschland sechs BSE-Fille bei Rindern beschrieben, die aus GrofBbritannien und der
Schweiz nach Deutschland importiert worden waren. Seit Einfiihrung der BSE-Schnelltests
im November 2000 wurden in Deutschland 405 BSE-Fille bei einheimischen Rindern diag-
nostiziert (Stand: 31.12.2006) (Abb. 2.3).

BSE-Falle Deutschland
o 140 125 106
& 120 -
100
" |
65

B 80
8 6o | o4
S 40 32
° i
§ 20 7 16
< O T T T T T T

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Jahr

Abb. 2.3: Anzahl der BSE-Fille bei Rindern, die seit Einfiihrung der BSE-Schnelltests in
Deutschland gefunden wurden.

Bis heute ist die genaue Ursache fiir die Entstehung der BSE-Epidemie im Vereinigten Ko-
nigreich unklar. Sicher ist, dass die Verfiitterung von ungeniigend erhitztem Tiermehl an
Rinder (WILESMITH et. al. 1988, 1991, KIMBERLIN u. WILESMITH 1994) zur massen-
haften Infektion gefiihrt hat. Einige Wissenschaftler vermuten, dass urspriinglich Scrapieerre-
ger aus infizierten Schafen auf das Rind iibertragen wurden (WILESMITH et al. 1988, 1991).
Dagegen spricht allerdings, dass die Scrapieinfektion von Rindern zumindest im Rahmen

experimenteller Studien andere proteinbiochemische und histopathologische Merkmale her-
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vorruft als eine BSE-Infektion (CUTLIP et al. 1994, CLARK et al. 1995, CUTLIP et al.
1997). Daher vermuten andere Wissenschaftler, dass der Ursprung der BSE-Epidemie auf ein
spontan an BSE erkranktes Rind zuriickgeht, aus dessen Kadaver Tiermehl hergestellt wurde
und damit der Infektionszyklus initiiert wurde (EDDY 1995). Den Beginn der Epidemie
datieren WILESMITH et al. (1988) auf den Zeitraum 1981/82.

Klinische Anzeichen einer BSE-Erkrankung treten bei Rindern ab einem Alter von durch-
schnittlich 5 Jahren auf. Das Spektrum der Inkubationszeiten ist allerdings breit. So berichte-
ten MATRAVERS et al. (2000) klinische Anzeichen bei einem erst 20 Monate alten Rind,
YAMAKAWA et al. (2003) konnten bei einem 23 Monate alten klinisch gesunden Rind PrP*
nachweisen. Die Klinik ist durch Verhaltensstrungen (Angstlichkeit, Nervositit, Aggressivi-
tat, Zahneknirschen, Tremor), Bewegungsstorungen (Ataxien, Hypermetrie der Nachhand,
Festliegen), Sensibilitéitsstorungen (Uberempfindlichkeit auf Licht, Lirm, Beriihrung) und
langsame Abmagerung sowie durch einen langsamen Riickgang der Milchleistung gekenn-

zeichnet (BRAUN et al. 1997).

BRUCE et al. (1994) infizierten RIII-, VM95- und C57B16-Miuse mit verschiedenen BSE-
Isolaten. Dabei waren die Inkubationszeiten, Histopathologie und Lasionsprofile sehr dhnlich
und deuteten darauf hin, dass es sich bei dem BSE-Erreger um einen einzigen Stamm handelt.
In Italien, Frankreich, Belgien, Japan und Deutschland wurden jedoch inzwischen auch atypi-
sche BSE-Fille mit ungewdhnlichen proteinbiochemischen Eigenschaften beschrieben
(YAMAKAWA et al. 2003, BIACABE et al. 2004, CASALONE et al. 2004, DE
BOSSCHERE et al. 2004a, BUSCHMANN et al. 2006).

Nach dem Auftreten des ersten einheimischen BSE-Falls in Deutschland im November 2000
wurde ab Dezember 2000 die Schnelltest-Untersuchung aller tiber 30 Monate alten Schlacht-
rinder sowie aller liber 24 Monate alten Risikotiere (gefallene, krank- oder notgeschlachtete
sowie im Rahmen von Kohortent6tungen euthanasierte Rinder) vorgeschrieben. Seit dem 1.
Juli 2001 miissen laut der gesetzlichen Bestimmungen in der EU alle Schlachtrinder iiber 30
Monate sowie alle Risikotiere iiber 24 Monate mittels einem BSE-Schnelltest untersucht
werden (VO (EG) Nr. 999/2001). Die in Deutschland seit Februar 2001 geltende weitere
Absenkung des Testalters fiir Schlachtrinder auf 24 Monate wurde zum 28.6.2006 aufgeho-

ben.
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2.2.2 Scrapie

2.2.2.1 Geschichtlicher Uberblick
Scrapie gilt als Prototyp der TSEn, da sie die am ldngsten bekannte TSE-Erkrankung darstellt.
Scrapie kommt bei Schafen und Ziegen weltweit mit Ausnahme von Australien und Neusee-

land vor. Die Erstbeschreibung datiert auf das Jahr 1732 (MCGOWAN 1922).

Der Name Scrapie kommt vom Englischen ,,to scrape® — kratzen, da Pruritus eines der Haupt-
symptome bei dieser Erkrankung ist. Die erkrankten Tiere scheuern und kratzen sich bis zum
massiven Wollverlust. Aufgrund des mitunter auftretenden hypermetrischen Ganges bei den
Tieren hat sich in Deutschland der Name Traberkrankheit etabliert. Dagegen hat sich im
franzosischen Sprachgebrauch der Name ,la tremblante’ (frei iibersetzt: Zitterkrankheit)
eingebiirgert. Erkrankte Schafe zeigen auBerdem Verhaltensanderungen und Abmagerung,

nach mehreren Wochen und Monaten kommt es zum Festliegen und Tod der Schafe.
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Abb. 2.4: Anzahl der Schafe pro Jahr, die in Deutschland seit 1985 positiv auf Scrapie
getestet wurden. Seit Einfilhrung der stichprobenartigen Testung von kleinen
Wiederkduern auf Scrapie nach der VO (EG) Nr. 999/2001 stieg die Anzahl der
Scrapie-positiven Schafe stark an.

In Deutschland wurde Scrapie vor dem Zweiten Weltkrieg sehr haufig diagnostiziert. Dage-
gen trat Scrapie nach dem zweiten Weltkrieg bis 2001 nur sehr selten auf (Abb. 2.4). Seit der
Einfiihrung eines EU-weiten aktiven Uberwachungsprogramms fiir Scrapie an geschlachteten
und verendeten Schafen und Ziegen (VO (EG) Nr. 999/2001) mittels Schnelltests wurden
auch in Deutschland deutlich mehr Scrapie-positive Schafe identifiziert. Dabei kamen neben
Infektionen mit den klassischen Scrapieerregern auch Infektionen mit ungewo6hnlichen Eigen-
schaften, sogenannte atypische Scrapiefille, vor. Erstmals waren dhnliche Félle 1998 in Nor-
wegen gefunden worden (BENESTAD et al. 2003), und erhielten deshalb auch die Bezeich-

nung ,,Nor98“-Scrapie. Bei fast der Hélfte der 217 Scrapie-positiven Schafe, die im Zeitraum
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2002 bis 2004 in Deutschland diagnostiziert wurden, handelt es sich um atypische Scrapiefal-
le. Bei der atypischen Scrapie ist meist nur ein Schaf pro Herde erkrankt, wéahrend bei klassi-

schen Scrapie bis zu 50 Tiere und mehr betroffen sein konnen (Tab. 2.2).
Bis heute wurde in Deutschland noch kein Fall von Scrapie in einer Ziege nachgewiesen.
Tab. 2.2: Anzahl der Scrapieausbriiche und Anzahl der Scrapie-positiven Schafe, die seit

Einfiihrung des Uberwachungsprogramms fiir Scrapie in Deutschland (2002) di-
agnostiziert wurden

Klassische Scrapie Atypische Scrapie Gesamt
Anzahl der | Anzahl der | Anzahl der | Anzahl der | Anzahl der | Anzahl der
Ausbriiche | Schafe Ausbriiche | Schafe Ausbriiche | Schafe
2002 4 26 9 9 13 35
2003 4 11 18 20 22 31
2004 6 78 37 42 43 120
2005 4 4 25 27 29 31
Gesamt 18 119 89 98 107 217

2.2.2.2 Genotyp-Empfinglichkeit

Der offene Leserahmen des Prionproteins beim Schaf kodiert fiir 256 Aminosduren
(GOLDMANN et al. 1990). Beim Schaf wurden bis heute 25 Polymorphismen im offenen
Leserahmen des Prionproteins gefunden. Insgesamt sind 32 Aminosdurenaustausche an diesen
25 Kodons bekannt, wihrend die Anzahl der verdffentlichten Haplotypen 40 betrigt
(GOLDMANN et al. 2005). Die Kodons 136, 154 und 171 haben beim Schaf Einfluf3 auf die
Resistenz bzw. Empfanglichkeit gegeniiber einer Scrapieinfektion (HUNTER 1997,
DAWSON et al. 1998). Dabei handelt es sich um die Polymorphismen Valin (V) oder Alanin
(A) am Kodon 136, Arginin (R) oder Histidin (H) am Kodon 154 und Arginin (R), Glutamin
(Q) oder Histidin (H) am Kodon 171 (BAYLIS et al. 2004, BAYLIS u. GOLDMANN 2004).
Von 12 moglichen Kombinationen dieser Polymorphismen kommen 5 gehéuft in der Schaf-
population vor: ARR, ARQ, AHQ, ARH und VRQ. Die Genotypen werden als Kurzform 136,
154, 171 mit der Buchstabenabkiirzung fiir die Aminoséuren angegeben. Der Genotyp ARR
galt dabei lange als hoch-resistent gegeniiber einer Scrapieinfektion, wihrend der Genotyp
VRQ sehr empfinglich fiir eine Scrapieinfektion ist. Heute weil man allerdings, dass die
Resistenz des Genotyps ARR nur relativ ist und sich vorrangig auf eine Infektion mit klassi-

scher Scrapie bezieht.

Die meisten anderen Polymorphismen wurden bei dem Haplotyp ARQ gefunden. Ob sie
einen EinfluBl auf die Scrapieempfanglichkeit haben, ist meist nicht bekannt. Eine partielle

Resistenz gegeniiber Scrapie scheint allerdings vorhanden zu sein, wenn Cystein (C) am
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Kodon 151 bei islandischen Schafen (THORGEIRSDOTTIR et al. 1999) und Threonin (T)
am Kodon 112 bei japanischen Suffolk- und Corriedaleschafen (IKEDA et al. 1995) auftritt.
Bei Ziegen scheint Arginin (A) am Kodon 143 mit einer partiellen Resistenz einherzugehen

(BILLINIS et al. 2002, 2004).

Die Genotypen haben auch einen Einflufl auf die Inkubationszeit nach einer Scrapieinfektion.
Diese kann bei Schafen der hoch empfanglichen Genotypen wie VRQ, die mit einem hochin-
fektiosen Scrapiestamm infiziert wurden, nur wenige Monate betragen (ANDREOLETTI et
al. 2000) oder mehrere Jahre bei Tieren mit weniger empfinglichen Genotypen, die mit einem

weniger infektidsen Scrapiestamm infiziert wurden (GONZALEZ et al. 2002).

Die Empfanglichkeit fiir Scrapie ist weiterhin vom verwendeten Scrapiestamm und von der
verwendeten Schafrasse abhingig (GOLDMANN et al. 1994, O’ROURKE et al. 1997,
DAWSON et al. 1998). DIAZ et al. (2005) postulierten, dass die Scrapieempfanglichkeit

neben den Polymorphismen des Prionproteins auch von weiteren Genen beeinflusst wird.

Tab. 2.3: Ubersicht iiber die PrP-Genotypen bei Schafen und deren Empfinglichkeit bzw.
Resistenz gegeniiber einer Scrapieinfektion (DEFRA 2003)

Genotyp Genotyp- Grad der Resistenz bzw. Empfanglichkeit fiir Scrapie
klasse
ARR / ARR 1 Schafe, die gegentiber einer Scrapieinfektion genetisch am meisten
resistent sind.
ARR / AHQ 2 Schafe sind genetisch resistent gegeniiber einer Scrapieinfektion, die
ARR / ARH weitere Verwendung in Zuchtprogrammen sollte jedoch sorgfiltig abge-
schétzt werden.
ARR / ARQ
AHQ / AHQ 3
AHQ / ARH
AHQ / ARQ Schafe sind genetisch nur wenig resistent gegeniiber einer Scrapieinfek-
ARH / ARH tion, die weitere Verwendung in Zuchtprogrammen sollte sorgfaltig
abgeschétzt werden.
ARH / ARQ
ARQ/ARQ
ARR / VRQ 4 Schafe sind genetisch empfanglich gegeniiber einer Scrapieinfektion und
sollten fiir Zuchtprogramme nicht verwendet werden.
AHQ/ VRQ 5
ARH/VRQ Schafe sind hoch empfénglich fiir Scrapie und sollten nicht fiir die Zucht
ARQ/ VRQ verwendet werden.
VRQ/VRQ
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MOUM et al. (2005) beschrieben ein gehduftes Vorkommen von Phenylalanin (statt Leucin)
am Kodon 141 bei Schafen mit atypischen Scrapiefdllen. Schon 1996 wurde bei der Ziege
nachgewiesen, dass die Methioninsubstitution am Kodon 142, welches dem Kodon 141 der
Schafe entspricht, zu einer Verldngerung der Inkubationszeit bei experimentell mit BSE und
Scrapie infizierten Ziegen fithrt (GOLDMANN et al. 1996). Fiir Ziegen sind bisher insgesamt
sechs Polymorphismen bekannt (KUROSAKI et al. 2005).

Die Genotypen, die mit einer unterschiedlichen Empféanglichkeit einhergehen, werden in fiinf
verschiedene Risikoklassen eingeteilt (Tab. 2.3) (DAWSON et al. 1998, DEFRA 2003). Diese
wurden zunéchst als Grundlage fiir die Etablierung von Zuchtprogrammen auf Scrapiereistenz
in zahlreichen europdischen Landern verwendet (u.a. England, Niederlande, Frankreich)
(BUSCHMANN u. GROSCHUP 2005a). Durch diese Zuchtprogramme soll die Frequenz des
ARR-Allels gesteigert und die Héufigkeit des VRQ-Allels verringert werden (EGLIN et al.
2005).

Schafe, die homozygot beziiglich des ARR-Genotyps sind, galten lange als Scrapie-resistent
(HUNTER 1997). Inzwischen wurde sowohl die experimentelle Infektion solcher Schafe mit
dem BSE-Erreger (HOUSTON et al. 2003), als auch die natiirliche Infektion solcher Schafe
mit der atypischen Scrapieform (BUSCHMANN et al. 2004b, DE BOSSCHERE et al. 2005)
nachgewiesen. MCCUTCHEON et al. (2005) konnten zeigen, dass bei dem Genotyp
ARR/VRQ nach einer Scrapieinfektion deutlich weniger PrP> im Gehirn abgelagert wird als
bei dem Genotyp VRQ/VRQ. Dass die verschiedenen Genotypen einen Einfluss auf die Aus-
breitung und Verteilung des Erregers im Schaf haben, stellten auch ERSDAL et al. (2005)
fest: Die Ausbreitung verlief in den Schafen mit dem Genotyp VRQ/ARQ wesentlich langsa-
mer und die Akkumulation von PrP* war in peripheren Geweben deutlich geringer als bei
Schafen mit dem Genotyp VRQ/VRQ. Wihrend bei Scrapie-infizierten Schafen mit dem
homozygoten Genotyp VRQ PrP* im enterischen Nervensystem (ENS) vom Osophagus bis
zum Rektum nachgewiesen werden konnte, trat es bei Schafen mit dem Genotyp VRQ/ARQ
nur von den Vormigen bis zum Rektum, nicht aber im Osophagus auf (VAN KEULEN et al.
1999). Bei Schafen mit klinischer Scrapie, die den homozygoten Genotyp VRQ/VRQ tragen,
kamen PrP>‘-Ablagerungen sowohl im lymphoretikuliren Gewebe als auch im ZNS vor,
wogegen PrP*-Ablagerungen bei Schafen mit dem Genotyp VRQ/ARR auf das ZNS be-
schrankt waren (VAN KEULEN et al. 1996, SCHREUDER et al. 1998, ANDREOLETTI et
al. 2000). Fasst man die Ergebnisse dieser drei Publikationen zusammen, kann man davon
ausgehen, dass Schafe, welche Triger des PrP-Allels ARR sind, PrP* nicht im lymphoretiku-

laren Gewebe akkumulieren.
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Die Empfanglichkeit dieser Schafe fiir den BSE-Erreger scheint trotz allem wesentlich gerin-
ger zu sein als die von Schafen mit hoch-empfinglichem Genotyp. Bis auf IKEDA et al.
(1995) handelt es sich bei den beschriebenen Scrapieausbriichen mit Schafen, die den homo-
zygoten ARR-Genotyp tragen, um atypische Scrapiefille und bei diesem einen Fall war kein
Material fiir weiterfiihrende Untersuchungen vorhanden, so dass man nicht mehr nachvollzie-
hen kann, ob es sich dabei um ein klassisches oder einen atypisches Scrapieisolat handelte. Da
die atypischen Scrapiefille vermehrt mit Genotypen assoziiert sind, die bisher als wenig oder
gar unempféanglich gegeniiber einer Scrapieinfektion galten, stellt sich die Frage, ob man mit
den Scrapieresistenzzuchtprogrammen nicht Schafe selektiert, die zwar flir klassische Scrapie
weniger empfanglich sind, aber flir atypische Scrapie empfanglich sind. Weiterhin konnte es
sein, dass solche als resistent geltenden Schafe ldngere Inkubationszeiten bei einer Infektion
aufweisen oder die Infektion gar unbemerkt bleibt (BUSCHMANN u. GROSCHUP 2005a).
Da diese Schafe aber weniger empfanglich gegeniiber einer BSE-Infektion sind, sieht man die

Scrapieresistenzzuchtprogramme weiterhin als gerechtfertigt an.

2.2.2.3 Ubertragbarkeit

Der Scrapieerreger kann sowohl vertikal als auch horizontal {ibertragen werden.

Ob es sich bei der vertikalen Ubertragung um eine direkte Infektion des Embryos im Uterus
oder um eine perinatale Infektion des Jungtieres handelt, steht noch nicht mit Sicherheit fest.
Eine mdgliche maternale Ubertragung von Scrapie wurde schon vor drei Jahrzehnten nach-
gewiesen (PATTISON et al. 1972, DICKINSON et al. 1974, PATTISON et al. 1974). Nach-
kommen Scrapie-infizierter Schafe besitzen ein hoheres Risiko, an Scrapie zu erkranken, als
Nachkommen nicht erkrankter Schafe (DETWILER 1992, HOINVILLE 1996). Der Nach-
weis von PrP* in der Plazenta Scrapie-infizierter Schafe (ONODERA et al. 1993, RACE et
al. 1998, ANDREOLETTI et al. 2002) scheint eine maternale Ubertragung zu bestitigen Die
Plazenta wurde bisher als einzige Quelle fiir die Ausscheidung von PrP* bei Schafen be-
schrieben (RYDER et al. 2004). Das PrP* ist vor allem in fetalen Trophoblasten der Kotyle-
donen zu finden (ANDREOLETTI et al. 2002, CAPLAZI et al. 2004). Die Akkumulation von
PrP* in der Plazenta ist auch vom Genotyp des Embryos abhingig: Nur bei Embryos mit
hoch empfinglichen Genotypen wurde PrP* in der Plazenta gefunden (TUO et al. 2001,
ANDREOLETTI et al. 2002, TUO et al. 2002). Eine Infektion des Embryos im Uterus konnte
noch nicht nachgewiesen werden (FOOTE et al. 1993, TUO et al. 2001, WANG et al. 2001,
2002). Im Rahmen anderer dazu durchgefiihrten Studien mit gegensétzlichen Ergebnissen
konnte im Nachhinein aufgrund der verwendeten Schafe und der Versuchsbedingungen eine

laterale Kontamination nicht vollstindig ausgeschlossen werden (FOSTER et al. 1992, 1996b,
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1999). Insgesamt wird die peri- oder postnatale Infektion des Jungtieres als der wahrscheinli-
chere Ubertragungsweg gegeniiber einer intrauterinen Infektion angesehen (ANDREOLETTI
et al. 2002).

Von groBerer Bedeutung scheint jedoch die horizontale Ubertragung durch Scrapie-
Kontaminationen in der Umwelt oder durch direkten Kontakt von Tier zu Tier zu sein
(PATTISON et al. 1972, 1974, HADLOW et al. 1982). Durch die infektiose Plazenta erfolgt
eine Kontamination der Weiden, durch die hohe Stabilitdt des Erregers bleibt dieser jahrelang
in der Umgebung persistent. Sowohl Jungtiere als auch adulte Tiere konnen sich so infizieren
(SIGURDARSON 1991), wobei die Empfanglichkeit von Jungtieren im Alter von unter sechs
Monaten hoher zu sein scheint. Das Risiko, an Scrapie zu erkranken, steigt, je linger Ldmmer
in einer kontaminierten Umgebung gehalten wurden (HOURRIGAN u. KLINGSPORN
1996). TOUZEAU et al. (2006) stellten eine gesteigerte Ubertragung von Scrapie wihrend

der Ablammgzeit fest.

Zusammenfassend wird angenommen, dass die groflte Bedeutung fiir die Ausbreitung des
Scrapieerregers innerhalb einer Herde die horizontale Ubertragung darstellt (RYDER et al.
2004, EVONIUK et al. 2005), wihrend die vertikale Ubertragung eine untergeordnete Rolle
zu spielen scheint (REDMAN et al. 2002).

2.2.2.4 Pathogenese und Histopathologie

Die Pathogenese von Scrapie beim Schaf kann man in drei Stadien unterteilen: In der ersten
Phase erfolgt die Invasion des darmassoziierten Lymphgewebes (GALT — gut associated
lymphoid tissue). Danach breitet sich der Erreger im nicht-darmassoziierten Lymphgewebe
aus. Die Neuroinvasion des peripheren (PNS) und zentralen Nervensystems (ZNS) stellt die
dritte Phase der Pathogenese dar (HADLOW et al. 1979, 1982, VAN KEULEN et al. 1995,
1999, 2000, 2002).

Nach der oralen Aufnahme des Scrapieerregers kann dieser in den Tonsillen des Rachenrau-
mes und in den Peyerschen Platten des kaudalen Jejunums und Ileums nachgewiesen werden,
welche zum darmassoziierten Lymphgewebe gehdren (SCHREUDER et al. 1998, HEGGEBO
et al. 2000, PRINZ et al. 2003). Zu diesem Zeitpunkt ist PrP*® auch in den zu diesen Gebieten
gehorenden Lymphknoten, d.h. in den medialen Retropharyngeallymphknoten und Mesente-
riallymphknoten, vorhanden (ANDREOLETTI et al. 2000, VAN KEULEN et al. 2002). Uber
im Darmepithel lokalisierte membrandse epitheliale Zellen (M-Zellen) erfolgt vermutlich die
Erregeraufnahme, iiber dendritische Zellen und Makrophagen der Transport in das darunter-

liegende Lymphgewebe der Peyerschen Platten (VAN KEULEN et al. 1996,
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ANDREOLETTI et al. 2000, AUCOUTURIER et al. 2001, PRINZ et al. 2002,
UNTERBERGER et al. 2005). Diese Zelltypen konnten auch fiir die sich anschlieBende
Verbreitung des Erregers im nicht-darmassoziierten Lymphgewebe verantwortlich sein
(JEFFREY et al. 2000, 2001a, UNTERBERGER et al. 2005). In der Milz und in Lymphkno-
ten spielen vor allem follikuldr dendritische Zellen eine Rolle (PRESS et al. 2004). Die Aus-
breitung und Vermehrung des Erregers im Darm und im Lymphgewebe dauert je nach Geno-
typ des betroffenen Tieres mehrere Monate bis Jahre, bevor das zentrale Nervensystem (ZNS)
erreicht wird (DETWILER u. BAYLIS 2003). Die Neuroinvasion hat ihren Ursprung im
enterischen Nervensystem und erfolgt vermutlich iiber die Intramuralganglien und iiber den
Nervus vagus und den Nervus splanchnicus (KIMBERLIN u. Walker 1980, 1982, BALDAUF
et al. 1997, VAN KEULEN et al. 2000, MCBRIDE et al. 2001, ERSDAL et al. 2003). Die
Ausbreitung geschieht retrograd iiber efferente parasympathische und sympathische Nerven-
fasern, die den Darm innervieren, und erreicht schlieBlich das dorsale Motorneuron des Ner-
vus vagus (DMNYV) in der Medulla oblongata und die intermediolaterale Saule der thorakalen

Riickenmarksegmente.

Neben dieser Infektionsroute in das ZNS werden weitere Infektionswege diskutiert. Zum
einen kann die Neuroinvasion auch iiber andere periphere Nerven als den oben genannten
erfolgen; nach der erfolgreichen Ubertragung von TSEn auf Schafe mittels Bluttransfusion
(HUNTER et al. 2002) wird auch eine hdmatogene Infektion iiber Blutlymphozyten nicht

ausgeschlossen.

Bei Schafen haben aulerdem sowohl der Genotyp des Schafes als auch der verwendete Erre-
gerstamm Einfluf auf die Pathogenese (ANDREOLETTI et al. 2000, ERSDAL et al. 2003,
HEGGEBO et al. 2003, ERSDAL et al. 2005).

Die Histopathologie ist durch charakteristische spongiforme Degenerationen (Vakuolisie-
rung), Mikrogliaaktivierung, Astrozytose und Degeneration von Nervenzellen gekennzeich-
net. AuBerdem sind mittels immunhistochemischer Methoden PrP*-Ablagerung im lympha-

tischen Gewebe und im Nervengewebe nachweisbar.

2.2.2.5 Atypische Scrapie

Klinisch sind an atypischer Scrapie erkrankte Schafe entweder unauffillig oder zeigen Ge-
wichtsverlust, Schreckhaftigkeit und progressive Ataxien. Pruritus und Wollverlust wie bei
der klassischen Scrapie werden selten beobachtet (BENESTAD et al. 2003). Atypische Scra-
piefille zeigen ungewohnliche proteinbiochemische und histopathologische Eigenschaften.

Nach der Verdffentlichung des ersten norwegischen Falles (BENESTAD et al. 2003) wurden
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dhnliche Fille in Deutschland und Frankreich (BUSCHMANN et al. 2004a), Schweden
(GAVIER-WIDEN et al. 2004), Irland (ONNASCH et al. 2004), Portugal (ORGE et al.
2004), Belgien (DE BOSSCHERE et al. 2004b, 2005), GroBbritannien (EVEREST et al.
2006) und auf den Falkland-Inseln (EPSTEIN et al. 2005) nachgewiesen.

In Deutschland handelt es sich bei 40 % aller diagnostizierten Scrapiefédlle und bei mehr als
80 % der betroffenen Herden um atypische Scrapie (GRETZSCHEL et al. 2005). Bei diesem
Scrapietyp ist die Ablagerung von PrP* und die Vakuolisierung vor allem im Kleinhirn und
GroBhirn zu finden, weniger im Bereich des Obex wie bei der klassischen Scrapie. Im Wes-
tern Blot findet man anstelle der drei typischen PrP**-Banden im Fall der klassischen Scrapie
mindestens drei undeutlich voneinander abgegrenzte Banden sowie eine zusétzliche Bande
mit einer molekularen Masse von etwa 11 kDa. Das PrP der atypischen Scrapieisolate hat
eine geringere Stabilitit gegeniiber Proteinase K als das PrP* der klassischen Scrapie. Die

Inzidenz in betroffenen Herden ist niedriger als bei der klassischen Scrapie.

Wegen der geringen Inzidenz in den betroffenen Herden stellte sich anfangs die Frage, ob es
sich iiberhaupt um einen infektidsen Erreger handelt. Inzwischen konnte die Ubertragbarkeit
norwegischer und franzosischer atypischer Scrapieisolate im transgenen Mausmodell gezeigt
werden (LE DUR et al. 2005) und durch die am FLI durchgefiihrten Versuche konnte diese
Annahme sowohl fiir die deutschen atypischen Scrapieisolate im Rahmen der vorliegenden
Arbeit als auch fiir die norwegischen aytpischen Scrapieisolate (Anne Buschmann, pers.

Mitteilung, Insel Riems, 27.02.2006) bestétigt werden.

Atypische Scrapiefille treten auch vermehrt bei Schafen mit Genotypen auf, die als gering
empfinglich oder gar resistent gegeniiber einer Scrapieinfektion galten (BUSCHMANN et al.
2004b). Die Allele AHQ und ARR treten gehduft auf.

Die atypischen Scrapie-Fille werden nur von wenigen der zurzeit kommerziell vertriebenen
Schnelltests sicher erkannt (BUSCHMANN et al. 2004a). Diese reagieren hoch-empfindlich
auch bei geringgradigen PrP*°-Ablagerungen im Bereich der diagnostischen Obexprobe und

arbeiten mit einer niedrigeren Proteinase K-Konzentration.

2.2.2.6 BSE beim Schaf

Schon 1993 konnte gezeigt werden, dass der BSE-Erreger experimentell nach intrazerebraler
und oraler Infektion auf Schafe iibertragen werden kann (FOSTER et al. 1993). Die Klinik
war im Grunde nicht von der der klassischen Scrapie zu unterscheiden, auffillig war lediglich
die sehr kurze Krankheitsdauer von 1 bis 5 Tagen (FOSTER et al. 2001a). Die Schafe zeigten

Ataxien, Pruritus fehlte jedoch. Klinik und Inkubationszeiten scheinen in Abhdngigkeit von
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der verwendeten Schafrasse zu variieren: Bei experimentell mit BSE infizierten einheimi-
schen Schafrassen in Frankreich stellten BARON et al. (2000) intensiven Pruritus, Wollver-
lust, Ataxien und Abmagerung fest, die Krankheitsdauer betrug 3 Monate. Bei einem dhnli-
chen Versuch in den Niederlanden betrug die Krankheitsdauer mehrere Wochen (THURING
2002). Die kiirzesten Inkubationszeiten hatten Schafe mit den Genotypen ARQ/ARQ und
AHQ/AHQ (SCHREUDER u. SOMERVILLE 2003). Die experimentelle intrazerebrale
Infektion von den als Scrapie-resistent geltenden Schafen mit dem Genotyp ARR/ARR wurde
2003 nachgewiesen (HOUSTON et al. 2003). Fiir zahlreiche Schafrassen wurde eine experi-
mentelle Empféanglichkeit fiir eine Infektion mit dem BSE-Erreger nachgewiesen: Cheviot,
Romney, Suffolk, Lacaune, Texel, Poll Dorset (SCHREUDER u. SOMERVILLE 2003,
GONZALEZ et al. 2005a). Fiir andere Rassen muss ebenfalls eine solche Empfanglichkeit

vermutet werden.

Die Pathogenese und Ausbreitung des BSE-Erregers beim experimentell BSE-infizierten
Schaf scheint der klassischen Scrapie &hnlicher zu sein als die bei der BSE beim Rind
(FOSTER et al. 2001b, JEFFREY et al. 2001a). BSE-Infektiositit wurde bei Schafen dhnlich
wie bei der klassischen Scrapie nicht nur im zentralen und peripheren Nervensystem, sondern
auch im lymphoretikuldren System (Peyersche Platten, Milz, Leber, distales Ileum, Mesente-
riallymphknoten, Tonsillen u.a.) gefunden (FOSTER et al. 1996a, FOSTER et al. 2001a,
2001b, BELLWORTHY et al. 2005a).

Wihrend die klassische Scrapie maternal iibertragbar zu sein scheint (DICKINSON et al.
1974) und der Scrapieerreger bei Scrapie-infizierten Schafen in der Plazenta nachweisbar ist
(RACE et al. 1998, ANDREOLETTI et al. 2002), fand man bei BSE-infizierten Schafen
weder im plazentaren Gewebe noch in Gehirn oder Milz des Embryos PrP*~Ablagerungen
(FOSTER et al. 1999). FOSTER et al. (2004) zichen aus maternalen Ubertragungsversuchen
bei BSE-infizierten Schafen den Schluss, dass eine maternale Ubertragung, wenn iiberhaupt,
nur in sehr geringer Frequenz auftreten wiirde. BELLWORTHY et al. (2005b) verdffentlich-
ten die erste natiirliche Ubertragung des BSE-Erregers innerhalb einer Schatherde, die mit
BSE experimentell infiziert worden war. Es bleibt allerdings abzukléren, ob diese Infektionen
wiahrend der Tréachtigkeit oder, vergleichbar zum Geschehen in Scrapie-infizierten Schafther-

den, perinatal stattfanden.

Die Ubertragung des BSE-Erregers durch Bluttransfusion von BSE-infizierten Schafen auf
andere Schafe ist ebenfalls moglich (HOUSTON et al. 2000, HUNTER et al. 2002, 2003).

Nachdem die Ubertragbarkeit des BSE-Erregers auf Schafe experimentell nachgewiesen
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worden war und die Verfiitterung von TSE-kontaminiertem Tiermehl an Schafe nicht ausge-
schlossen werden konnte, beschiftigten sich zahlreiche Veroffentlichungen mit der Berech-
nung des Risikos einer BSE-Epidemie innerhalb der britischen Schafpopulation und des
Risikos fiir die menschliche Nahrungsmittelkette (FERGUSON et al. 2002, KAO et al. 2002,
2003).

GRAVENOR et al. (2003) schitzten die Moglichkeit einer natiirlichen BSE-Infektion im

Schaf als sehr gering ein.

2005 wurde der erste Fall einer natiirlichen Ubertragung des BSE-Erregers auf einen kleinen
Wiederkéuer verdffentlicht (ELOIT et al. 2005). Die Ziege wurde 2002 in Frankreich ge-
schlachtet und in einem Schnelltest positiv auf Scrapie getestet. Die restlichen 310 Ziegen der
Herde wurden gekeult, aber weder im Gehirn noch im Lymphgewebe konnte PrP* nachge-
wiesen werden. Gehirnhomogenat dieser Ziege wurde in transgene und konventionelle Mause
inokuliert. Diese Mause erkrankten und wiesen im Gehirn spongiforme Verdnderungen und
Ablagerungen des pathologischen Prionproteins auf, die sich histopathologisch bzw. bioche-
misch nicht von denen bei BSE-infizierten Mausen unterscheiden lieBen. Nach der Bekannt-
gabe dieses Befundes wurde iiber eine zweite Ziege berichtet, die 1990 in GroBbritannien als
TSE-positiv getestet wurde und bei der ebenfalls der Verdacht auf BSE besteht. Die Auswer-
tung der Ubertragungsversuche dieses zweiten Falles auf Miuse bleibt abzuwarten (DEFRA
2005a).

2.2.2.7 Diagnostik bei Scrapie in der EU und Deutschland

Um die wahre Inzidenz von TSE-Erkrankungen bei kleinen Wiederkduern abzuschétzen,
miissen iiber 18 Monate alte Schafe und Ziegen in allen EU-Mitgliedsstaaten seit 2002 stich-
probenartig mittels TSE-Schnelltests untersucht werden (Verordnung (EG) 999/2001). Bezo-
gen auf Deutschland sollten anfangs 60.000 geschlachtete und 6.000 verendete Schafe und
Ziegen pro Jahr untersucht werden. Da die geforderte Zahl der Schlachttieruntersuchungen
nicht erreicht wurde, ist seit Januar 2004 die Untersuchung von jéhrlich 10.000 geschlachteten
und 10.000 verendeten Schafen und Ziegen vorgeschrieben. Hierzu wird aus dem Bereich des
Obex eine Probe entnommen und in einem TSE-Schnelltest an einem privaten oder staatli-
chen Untersuchungsamt auf PrP% untersucht (GROSCHUP u. STOLZE 2002,
BUSCHMANN et al. 2004c, BUSCHMANN u. GROSCHUP 2005a).

Die im Schnelltest reaktiven Proben miissen zur abschlieBenden Bestétigung an das Nationale
Referenzlabor (NRL) fiir Transmissible Spongiforme Enzephalopathien, Institut fiir neue und

neuartige Tierseuchenerreger (INNT) am Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) auf der Insel Riems
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zur weiteren diagnostischen Abkldrung eingesandt werden. Als Bestdtigungsmethoden nach

der OIE (ANONYM 2004) gelten:

1. Immunhistologischer Nachweis von PrP*® im Obex

2. Immunochemische Detektion von PrP* im Obex

3. Nachweis Scrapie-assoziierter Fibrillen (SAF) im Elektronenmikroskop.

Seit dem 14.01.2005 muss bei allen bei Schafen und Ziegen festgestellten TSE-Féllen ein
differentialdiagnostischer Test zur Unterscheidung von BSE und Scrapie durchgefiihrt werden
(VO (EG) Nr. 36/2005 zur Anderung der VO (EG) Nr. 999/2001). In der EU sind fiinf solcher
Differenzierungstests zugelassen, drei Western Blots, ein ELISA und eine immunhistologi-
sche Differenzierung. Der im Rahmen dieser Dissertation etablierte FLI-Test (GRETZSCHEL
et al. 2005) wurde als einer dieser Differenzierungstests zertifiziert und hat zwei Ringtests,
die vom Referenzlabor flir Transmissible Spongiforme Enzephalopathien der EU (Communi-
ty Reference Laboratory, Veterinary Laboratories Agency, Weybridge, GroBbritannien)

durchgefiihrt wurden, im Januar und November 2005 bestanden.

2.2.2.8 Schnellteste und Lebendteste

In Deutschland sind gegenwiértig (Stand: 13.01.2006) fiinf Schnellteste zur Diagnose von
TSE-Infektionen beim Schaf zugelassen: der BioRad TeSeE (ELISA, BioRad; frither: BioRad
Platelia), der Prionics Check Western (Western blot, Prionics AG), der Prionics Check LIA
(ELISA, Prionics AG), der Enfer Test (ELISA, Enfer) (MOYNAGH u. SCHIMMEL 1999,
SCHALLER et al. 1999, OESCH et al. 2000, COOLEY et al. 2001, BIFFIGER et al. 2002)
und der IDEXX HerdCheck Test (IDEXX, Schiphol, Niederlande). Bis auf den IDEXX
HerdCheck Test, der auf eine spezifische Bindung von PrP*® an einen Seprion-Liganden
basiert, beruhen alle bisherigen Tests auf dem Nachweis des Proteinase K-resistenten Teils

des PrP*° nach PK-Verdau mit PrP-spezifischen Antikérpern.

Fiir die Untersuchung von Rindern auf BSE sind in Deutschland zudem noch der BetaPrion
BSE EIA Test (AJ Roboscreen, Leipzig), der Prionics Check PrioSTRIP (Prionics AG,

Schlieren, Schweiz) und der PrionScreen Test (Roche, Penzberg) zugelassen.

Ein Problem bei der Diagnose der Scrapie stellen die sogenannten atypischen Scrapiefille dar.
Sie werden nicht von allen Schnelltesten gleich gut erkannt (BUSCHMANN et al. 2004a), da
das dabei gebildete PrP* wesentlich weniger PK-resistent ist und vorwiegend im Klein-und
GroBhirn und nicht im Hirnstamm abgelagert wird. Vor diesem Hintergrund erkennen nur

wenige TSE-Schnelltests atypische Scrapiefille anhand von Obexproben mit hinreichender
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Empfindlichkeit und Zuverldssigkeit. Alle Schnelltests basieren auf dem postmortalen Nach-
weis des PrP*°. Da bei der Scrapie im Schaf das lymphoretikulire Gewebe sehr zeitig in die
Pathogenese involviert ist, kann am lebenden Schaf eine préklinische Diagnose immunhisto-
logisch durch Biopsien aus dem dritten Augenlid, den Tonsillen oder der rektalen Mukosa
gestellt werden (SCHREUDER et al. 1996, 1997, 1998, O’Rourke et al. 1998a, 2000,
JEFFREY et al. 2001c, O’Rourke et al. 2002, GONZALEZ et al. 2005b). Allerdings ist hier-
bei nur ein positives Ergebnis beweisend, da bei Schafen genetische Faktoren die lymphati-
sche PrP%-Bildung beeinflussen, so dass ein negatives Untersuchungsergebnis bei Schafen

bestimmter Genotypen eine TSE-Infektion nicht ausschliessen kann.

Die Ubertragung der TSEn iiber die Blutbahn konnte sowohl fiir die iatrogene Form der neuen
Variante der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung als auch fiir BSE beim Schaf nachgewiesen wer-
den. Ein direkter Nachweis von PrP* im Blut war aufgrund der fehlenden Sensitivitit der
bisher verfiigbaren Testmethoden nicht moglich. CASTILLA et al. (2005a) konnten mittels

der PMCA erstmals PrP¢ im Blut infizierter Hamster nachweisen.

2.3 TSE-Erregerstimme

Bei den TSE-Erregern sind Stammvariationen nachweisbar, obwohl die Aminosiduresequenz
des pathologischen Prionproteins identisch ist. TSE-Erregerstimme konnen anhand verschie-
dener Eigenschaften voneinander abgegrenzt werden. Bei der klassischen Stammdifferenzie-
rung (,straintyping’) werden die Erreger auf Mause verschiedener Inzuchtlinien iibertragen
(BRUCE et al. 1992). Die dabei ermittelten Inkubationszeiten und die neuropathologischen
Verdnderungen, die in Form sogenannter Lasionsprofile dargestellt werden, gelten als Grund-
lage fiir die TSE-Stammcharakterisierung (BRUCE 2003). Da dieser Mausbioassay aber sehr
zeit- und arbeitsaufwindig ist und eine sehr grole Anzahl von Versuchstieren erfordert, ist
man in den letzten Jahren vermehrt dazu iibergegangen, die Stammcharakterisierung anhand

immunbiochemischer Eigenschaften des PrP*® durchzufiihren.

Die molekulare Grundlage fiir diese Erregerstimme ist unbekannt. Es wird vermutet, dass
diese in der unterschiedlichen Konformation des PrP* begriindet sein konnten, aber auch die
Glykosylierung (HILL u. COLLINGE 2004, NEUENDORF et al. 2005) oder das Vorkom-

mens eines sog. ,,Faktors X* oder einer Nukleinséure konnten eine Rolle spielen.

Dass die Konformation des Prionproteins die Basis fiir die Stammvariation darstellt, wurde
inzwischen formal an Hefeprionen nachgewiesen (KING u. DIAZ-AVALOS 2004,
TANAKA et al. 2004, TELLING 2004, KRISHNAN u. LINDQUIST 2005). Beim Prionpro-

tein von Hefen scheint insbesondere die Linge das amyloiden Kerns und die Art der intermo-
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lekularen Verbindungen die strukturelle Grundlage der verschiedenen TSE-Stimme darzustel-

len.

Bei Scrapie wurden bisher mehr als 20 verschiedene Stdmme beschrieben (BRUCE 1996,
BRUCE et al. 2002). Bei BSE, der neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, bei der
FSE und der TSE der exotischen Huftiere schien es sich jedoch lange Zeit um einen einzigen
Stamm zu handeln (FRASER et al. 1992, BRUCE et al. 1994, FRASER et al. 1994, BRUCE
et al. 1997, BRUCE 2000). Die kiirzlich beschriebenen atypischen BSE-Fille zeigen jedoch,

dass es auch hier unterschiedliche Stimme zu geben scheint.

Bei natiirlichen TSE-Isolaten kann es sich auch um eine Mischung verschiedener Stimme

handeln.

In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen Charakteristika der TSE-Stamme unter
besonderer Beriicksichtigung der Differenzierung zwischen BSE und Scrapie beim Schaf

erlautert.

2.3.1 Mausbioassay

Im Mausbioassay werden die Klinik, die Inkubationszeiten und die Ubertragbarkeit verschie-

dener TSE-Stimme ermittelt.

2.3.1.1 Klinik

Dass verschiedene TSE-Erregerstimme mit verschiedenen klinischen Symptomen einherge-
hen konnen, beschrieben PATTISON und MILLSON (1961) schon im Jahre 1961. Sie inoku-
lierten Ziegen mit dem Gehirnhomogenat eines an Scrapie erkrankten Schafes. Nach einer
Inkubationszeit von 43 Monaten erkrankte die Mehrzahl der Ziegen. Interessanterweise zeig-
ten die Ziegen zwei deutlich voneinander abgrenzbare Krankheitsbilder, das ,,Drowsy*-
Syndrom (schlifrig) und das ,,Scratching“-Syndrom (kratzen). Wurde Gehirnmaterial dieser
Ziegen zur Inokulation weiterer Ziegen benutzt, so zeigten auch sie die unterschiedlichen
klinischen Symptome, in Abhédngigkeit davon, ob sie mit Gehirn der ,,Drowsy*- oder ,,Scrat-

ching®“-Ziegen infiziert waren.

Auch TME-Stimme kénnen anhand der klinischen Symptomatik im Hamster unterschieden
werden: der ,,Hyper“-Stamm fiihrt zu Ubererregung und zerebelldrer Ataxie, wihrend der
»Drowsy“-Stamm durch Lethargie und Ataxie gekennzeichnet ist (BESSEN u. MARSH
1992a, 1992b, 1994).

Daneben kommt es bei der Infektion von Méusen mit dem Scrapiestamm Me7 und von Hams-

tern mit dem Scrapiestamm 139H anders als bei allen anderen Stimmen zur Gewichtszunah-



24 Literaturiibersicht

me und zu Storungen des Glukosestoffwechsels (CARP et al. 1984, 1989, 1997, 1998, KIM et
al. 1987, 1988).

2.3.1.2 Inkubationszeit
Die Inkubationszeit ist neben dem verwendeten TSE-Stamm auch vom Genotyp des Wirtstie-

res sowie von der Infektionsroute und der Dosis abhédngig.

Bei der Erstiibertragung eines TSE-Isolates auf Miuse ist die Ubertragungsrate oft sehr gering
und die Inkubationszeiten sind sehr lang und weit gestreut. Die Inkubationszeit kann sogar
langer sein als die Lebenserwartung der Maus (BRUCE 1996). Wihrend der folgenden Sub-
passagen verkiirzt sich die Inkubationszeit zumeist deutlich und stabilisiert sich nach einigen

Passagen, bis der Standardfehler der Inkubationszeiten unter 2 % betrigt.

Bei Méusen sind die beiden fiir die Inkubationszeit bedeutsamen Polymorphismen an Kodon
108 (Phenylalanin im Austausch mit Leucin) und 189 (Threonin im Austausch mit Valin) des
Mausprionproteingens lokalisiert. Sie werden als sinc®’-Gen (scrapie incubation gene, short
incubation period) oder prnp-a bzw. als sinc”’-Gen (scrapie incubation gene, prolonged incu-
bation period) oder prnp-b bezeichnet. Prnp-a kommt bei RIII- und C57Bl6-Miusen, Prnp-b
bei VM95-Méusen vor. Zuerst wurden diese unterschiedlichen Inkubationszeiten bei Inokula-
tion des Scrapiestammes Me7 in die verschiedenen Mauslinien beobachtet (DICKINSON et
al. 1968). Nachfolgende Experimente mit dem Scrapiestamm 22A fiihrten zu einem reversen
Verhalten. Dieser Stamm rief bei VM95-M4usen eine verkirzte, bei RIII- und C57Bl6-
Maiusen eine verliangerte Inkubationszeit hervor (DICKINSON u. MEIKLE 1971).

Jeder TSE-Stamm ruft ein charakteristisches und reproduzierbares Verhéltnis der Inkubati-
onszeiten in den drei moglichen Mausgenotypen (homozygot prnp-a, homozygot prnp-b oder
heterozygot prnp-a/b) hervor. Die Inkubationszeit in den heterozygoten Mausen (auch als F1-
Kreuzung, z.B. zwischen VM95- und C75BIl6-Méusen, bezeichnet) liegt oft zwischen den
Inkubationszeiten des prnp-a und prnp-b Genotyps, manchmal ist sie auch ldnger als die
langere der beiden Inkubationszeiten, aber sie ist niemals kiirzer als eine der beiden Inkubati-

onszeiten (BRUCE et al. 1991, BRUCE u. Fraser 1991).

RIII-Méuse zeigten bei einer Erstinfektion mit BSE eine um etwa 100 Tage kiirzere Inkubati-
onszeit als C57Bl6-Maiuse. Als Ursache fiir diese verschiedenen Inkubationszeiten trotz glei-
chen genetischen Hintergrunds wird ein multigenetischer, PrP-unabhéngiger Effekt angesehen
(MANOLAKOU et al. 2001). Die Inkubationszeit bei einer BSE-Infektion der
VMO95/C57Bl6-Kreuzung lag bei deutlich mehr als 700 Tagen. Bei der Subpassage verkiirzten

sich die Inkubationszeiten und der Unterschied der Inkubationszeiten zwischen RIII- und
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C57Bl6-Mausen wurde reduziert. Bei der Subpassage von BSE aus VM95-Méusen in VM95-
Maiusen zeigte sich eine signifikante Verkiirzung der Inkubationszeit auf etwa 120 Tage
(BRUCE 1993, BRUCE et al. 1994, 2002). Die auffallende Einheitlichkeit der Ergebnisse aus
primiren Ubertragungen des BSE-Erregers auf Miuse (BRUCE et al. 1994, 1997, 2002) galt
als Beweis dafiir, dass es sich bei dem BSE-Erreger um einen einzigen Stamm handelt. Er-
gebnisse aus Ubertragungsversuchen atypischer BSE-Fille auf Miuse stehen derzeit noch
aus, daher bezichen sich alle bisher verfiigbaren Daten auf die Ubertragung des klassischen
BSE-Stamms. Im Gegensatz dazu variieren die Inkubationszeiten bei der Ubertragung ver-
schiedener Scrapieisolate deutlich und erst die Subpassagen flihren zur Isolierung einer be-

grenzten Anzahl von Scrapiestimmen (BRUCE et al. 2002).

Inzwischen wurden bei der Maus zahlreiche andere genetische Loci beschrieben, die einen
Einflul auf die Inkubationszeit haben (STEPHENSON et al. 2000, LLOYD et al. 2001,
MANOLAKOU et al. 2001).

2.3.1.3 Ubertragbarkeit/ Speziesbarriere

Die Ubertragbarkeit von TSE-Stimmen auf verschiedene Siugetierarten wird durch die Spe-
ziesbarriere begrenzt. Diese Speziesbarriere fiihrt in den Empfangertieren zu ldngeren, weit
gestreuten Inkubationszeiten, die ldnger als die normale Lebensdauer des Tieres sein konnen
und zu verminderten Ubertragungsraten. Weiterhin kénnen die klinischen und histologischen
Charakteristika des TSE-Stammes im Empfingertier veriindert sein. Die Ubertragbarkeit der
TSEn ist konzentrationsabhédngig; wird das Inokulat verdiinnt, so nimmt die durchschnittliche
Inkubationszeit zu und die Ubertragungsrate nimmt ab. Nach der ersten Ubertragung zwi-
schen zwei Spezies kommt es in den folgenden Subpassagen zu einer Verkiirzung der Inkuba-
tionszeit und zu einer Stabilisierung der klinischen und histologischen Stammcharakteristika.
Die Abnahme der Inkubationszeit von der Erstinfektion zwischen zwei Spezies zu den fol-
genden Subpassagen innerhalb derselben Spezies wird oft als Mal} fiir die Speziesbarriere
genutzt. Es gibt aber auch Arten, bei denen die Speziesbarriere so grof3 ist, dass es nicht zu

einer Ubertragung von TSEn zwischen diesen zwei Arten kommt.

Eine Ursache fiir die Speziesbarriere wird in der Aminosduresequenz des Prionproteins ver-
mutet. Wenn das Prionprotein des Wirtes nicht in die Konformation des inokulierten Prions
umgefaltet werden kann, so besteht eine Speziesbarriere. Eine Infektion findet jedoch statt,
wenn die Umfaltung des Wirtsprions in die Konformation des inokulierten Prions ermdglicht
wird. Die Speziesbarriere wird also durch den Grad der Ubereinstimmung der Primirsequen-

zen, die die gleichen Konformationen in der Spender- und Empfangertierart ermoglichen,
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bestimmt (COLLINGE 1999, HILL u. COLLINGE 2004).

Bei der Ubertragung von TSE-Erregerstimmen spielen die Modelle der Adaptation und die
der Selektion eine Rolle (BARTZ et al. 2000). Wird ein TSE-Stamm zwischen zwei Spezies
{ibertragen, so kann das erregerspezifische PrP*® das wirtsspezifische PrP® in mehr als eine
stabile Konformation umfalten. Wie durch eine erregerspezifische PrP>-Konformation meh-
rere neue Konformationen aus dem gleichen wirtsspezifischen PrP¢ gebildet werden konnen,
bleibt abzukldren. Die Selektion erfolgt innerhalb einer Spezies in Abhdngigkeit von der
Schnelligkeit der Erregervermehrung und von der Konzentration des eingesetzten Erreger-
stammes. Existieren innerhalb einer Spezies mehrere TSE-Stdmme, so wird der Stamm, der
kiirzere Inkubationszeiten hervorruft, selektiert. Wird jedoch der TSE-Stamm, der lingere
Inkubationszeiten hervorruft, deutlich hoher konzentriert eingesetzt, so kann sich dieser TSE-

Stamm durchsetzen.

Natiirlich vorkommende TSE-Isolate konnen eine Mischung mehrerer TSE-Stdmme enthal-
ten. Diese konne nach der Primériibertragung durch Subpassagen in Versuchstieren isoliert
und stabilisiert werden. Uber das Verhalten von Scrapie- und BSE-Erregern bei gleichzeitiger
Infektion z.B. von Miusen ist noch sehr wenig bekannt. Es scheint jedoch, dass der Scrapieer-
reger den BSE-Erreger maskiert, sogar wenn letzterer in hoheren Konzentrationen eingesetzt

wird (BARON u. BIACABE 2001).

2.3.1.4 Transgene Miuse

In den letzten Jahren wurden vermehrt transgene Méuse zur Charakterisierung bzw. Differen-
zierung von TSE-Stimmen sowie zum hochempfindlichen Nachweis von TSE-Erregern
genutzt (BARON 2002, BARON et al. 2004). Hierzu zdhlen u.a. transgene Miuse, die das
ovine (CROZET et al. 200la, VILOTTE et al. 2001), bovine (SCOTT et al. 1997,
BUSCHMANN et al. 2000), humane (TELLING et al. 1994, COLLINGE et al. 1995) und
murine (FISCHER et al. 1996) Prionprotein {iberexprimieren. Diese Mause zeigen im Gegen-
satz zu Wildtypmausen eine stark verminderte Speziesbarriere: so sind Tgbov-Miuse, die das
Rinderprionprotein exprimieren, bis zu 10.000mal empfanglicher als RIII-Méuse gegeniiber
einer BSE-Infektion (BUSCHMANN u. GROSCHUP 2005b). Bei den transgenen Maiusen,
die das Schafprionprotein iiberexprimieren, wurden verschiedene Genotypen des Schafpri-
onproteins als Transgen verwendet. Die am FLI entwickelten Tgshp-Méuse tragen den Geno-
typ ARQ, wihrend Tg338-Méuse (VILOTTE et al. 2001, LAUDE et al. 2002, LE DUR et al.
2005) den Genotyp VRQ tragen.
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2.3.2 Proteinbiochemie

Die proteinbiochemischen Charakteristika von TSE-Stimmen wurden zuerst vor allem an
mauspassagierten TSE-Isolaten bestimmt. Inzwischen ist man dazu iibergegangen, die Glyko-
sylierungsverhéltnisse, die Molekularmasse, die Immunoreaktivitit und die Proteinase K-

Stabilitat direkt am Gewebe des TSE-infizierten Wirtes durchzufiihren.

2.3.2.1 Glykosylierungsverhaltnis

Das Glykosylierungsverhiltnis stellt den Anteil der di-, mono- und unglykosylierten Bande
des PrP am Gesamtsignal im Western Blot dar. KASCSAK et al. (1985) beschrieben erst-
mals, dass das Glykosylierungsverhéltnis bei murinen Scrapiestimmen variiert. Solche Unter-
schiede im Glykosylierungsverhiltnis wurden spdter auch bei anderen TSEn nachgewiesen
(COLLINGE et al. 1996, PARCHI et al. 1997, SOMERVILLE et al. 1997, KUCZIUS et al.
1998, RACE et al. 2002, STACK et al. 2004).

Bei BSE im Rind und im Schaf ist aus noch unbekanntem Grund der Anteil der diglykosylier-
ten PrP-Bande héher als bei den allermeisten bisher untersuchten Scrapiestimmen. Dieser
Unterschied wird zur Differenzierung zwischen BSE und Scrapie im Schaf genutzt (STACK
et al. 2002, NONNO et al. 2003, LEZMI et al. 2004, THURING et al. 2004, GRETZSCHEL
et al. 2005). Diese Stammeigenschaft bleibt auch bei Ubertragungsversuchen auf Miuse
erhalten. Sowohl bei Wildtyp- als auch bei transgenen Mausen, die das Schafprionprotein
exprimieren, ist der Anteil des diglykosylierten PrP* bei BSE-infizierten Miusen deutlich
héher als der Anteil des monoglykosylierten PrP> im Gegensatz zu mit natiirlichen Scrapiei-

solaten infizierten Méusen (KUCZIUS et al. 1998, BARON et al. 2004).

Die Abgrenzung von BSE- und Scrapieinfektionen beim Schaf allein anhand der PrPSe-
Glykosylierung ist nicht eindeutig (BARON et al. 1999, SWEENEY et al. 2000). Die Scrapie-
isolate kénnen aber meist durch die Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande von
BSE abgegrenzt werden (BARON et al. 2000). Der Scrapiestamm CH1641 (HOPE et al.
1999) zeigt proteinbiochemisch ein nicht von BSE unterscheidbares Glykosylierungsverhalt-

nis mit Dominanz der diglykosylierten PrP*-Bande.

Félle atypischer BSE in Frankreich, Italien und Deutschland (CASALONE et al. 2003,
BIACABE et al. 2004, BUSCHMANN et al. 2006) waren durch eine weniger deutliche bzw.
fehlende Dominanz der diglykosylierten PrP*-Bande gekennzeichnet. Auf das Glykosylie-
rungsverhiltnis haben neben dem verwendeten TSE-Stamm auch das betroffene Gewebe, die
Gehirnregion und der Prionproteingenotyp einen Einflul (HILL et al. 1999, SOMERVILLE
1999, SOMERVILLE et al. 2005, HILL et al. 2006). Ob dabei die in den verschiedenen Ge-
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bieten vorkommenden Zelltypen oder gar die einzelnen Zellorganellen einen Einflu3 haben,
wird noch diskutiert (HILL u. COLLINGE 2004). Das Glykosylierungsverhéltnis kann me-
thodisch auch vom verwendeten Antikdrper (SWEENEY et al. 2000, NONNO et al. 2003)

und von der Aufreinigungsmethode beeinflusst werden.

2.3.2.2 Molekularmasse

Die Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande nach einer Proteinase K-Behandlung
wird ebenfalls zur Stammcharakterisierung verwendet. So lassen sich bei Nerzen zwei TME-
Stdimme — ,Hyper’ und ,Drowsy’ — sowohl klinisch als auch durch die Unterschiede in der
Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande unterscheiden: der ,Hyper’-Stamm zeigt
im Western Blot eine etwa 2 kDa groBere Molekularmasse als der ,Drowsy’-Stamm
(BESSEN u. MARSH 1992a, 1994, BARTZ et al. 2000). Die Ursache fiir die unterschiedli-
chen Molekularmassen stellen die verschiedenen PK-Schnittstellen dar. Die genaue PK-
Schnittstelle ist von der Konformation des PrP* und somit vom verwendeten TSE-Stamm
abhingig. Die PK-Schnittstelle bei mit BSE infizierten Méausen liegt bei Aminosédureposition
96 bis 97, die PK-Schnittstelle bei Scrapie bei Aminosdureposition 81 bis 89 (HAYASHI et
al. 2005). Sowohl in infizierten Mausen und Schafen als auch in Rindern induziert der BSE-
Erreger die Bildung von PrP* mit einer niedrigeren Molekularmasse nach PK-Verdau als bei
den meisten Scrapiestimmen (KUCZIUS et al. 1998, STACK et al. 2002, NONNO et al.
2003, BARON et al. 2004, LEZMI et al. 2004, THURING et al. 2004, GRETZSCHEL et al.
2005). Bei BSE-infizierten Schafen ist die Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande
sogar noch niedriger als die bei BSE im Rind. Zur besseren Darstellung dieser Unterschiede

kann man die Proben einer Deglykosylierung unterziehen (NONNO et al. 2003).

Die zuletzt beschriebenen atypischen ’L-type’ BSE-Fille im Rind weisen ebenfalls eine nied-
rigere Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande im Vergleich zum klassischen BSE-
Stamm auf (CASALONE et al. 2004, BUSCHMANN et al. 2006). Dagegen besallen die
atypischen 'H-type’ BSE-Fille in Frankreich und Deutschland eine hohere Molekularmasse
der unglykosylierten PrP**-Bande (BIACABE et al. 2004, BUSCHMANN et al. 2006).

Auch der Scrapie-Stamm CH1641 zeigt eine dem BSE-Profil &hnliche Molekularmasse der
unglykosylierten PrP**-Bande (HOPE et al. 1999).

Bei einigen Scrapieisolaten wurde das Auftreten von zwei unglykosylierten PrP*°-Banden

beschrieben (SCHREUDER u. SOMERVILLE 2003, ZANUSSO et al. 2003).
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2.3.2.3 Immunoreaktivitit

Auch die unterschiedliche Immunoreaktivitit des PrP* ist ein Effekt der erregerspezifischen
PK-Schnittstellen. Dies wurde zuerst an mauspassagierten BSE- und Scrapiestimmen mit
dem PAK Ral0 und den MAKs 3BS5, SAF15 und SAF32 beobachtet (GROSCHUP et al.
2000, BARON u. BIACABE 2001, BARON et al. 2004, JUNGHANS 2004). Der PAK Ral0
bindet im PK-resistenten Teil des PrPSC, er detektiert nach PK-Verdau sowohl das PrP%° von
BSE als auch das PrP* von Scrapie. Im Gegensatz dazu binden die MAKs aminoterminal von
der PK-Schnittstelle, so dass sie nur das PrP*° von Scrapie erkennen. Der Genotyp bei Miu-
sen scheint jedoch einen EinfluB auf das gebildete PrP*® und somit auf die PK-Schnittstelle zu
haben: Bei VM95-Méusen kann eine Differenzierung zwischen BSE und Scrapie mit diesen
Antikorpern nur bedingt durchgefiihrt werden, da hier BSE auch von den MAKs 3B5 und
SAF32 erkannt wird, wenn auch nur schwach (JUNGHANS 2004).

Direkt am Schaf- und Rindermaterial wurde dieses Prinzip zuerst von STACK et al. (2002)
fiir die Differenzierung von BSE und Scrapie genutzt. Als Antikdrper, der im Bereich der PK-
Schnittstelle bindet, wurde der monoklonale Antikdrper (MAK) P4 verwendet, der Scrapie im
Schaf sehr gut, ovine BSE nur sehr schwach und BSE im Rind gar nicht detektiert (Abb. 2.5).
Fiir die Antikorper, die im Bereich des PK-resistenten PrP*® binden, wurden je nach Publika-
tion verschiedene Antikorper verwendet, z.B. MAK 6H4 oder MAK L42 (LEZMI et al. 2004,
THURING et al. 2004, GRETZSCHEL et al. 2005). Auch PrP%° der atypischen "H-type’
BSE-Fille wird durch MAK P4 erkannt, aber nicht PrP* aus den klassischen BSE-Isolaten
oder vom Scrapiestamm CHI1641 (STACK et al. 2002, BIACABE et al. 2004,
BUSCHMANN et al. 2006).

Proteinase K

DYEDR BSE Prp*
81-89 96-97
WGQGGSH DYEDR Scrapie PrP*
MAK P4 MAK 142

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der unterschiedlichen PK-Schnittstellen bei PrP*® von
BSE und von Scrapie. Da die PK-Spaltstelle bei BSE weiter C-terminal liegt als
bei Scrapie, detektieren Antikdrper wie z.B. MAK P4, die im Bereich der PK-
Schnittstelle binden, nach PK-Verdau noch das PrP* von Scrapie, aber nicht
mehr das PrP* von BSE.
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An transgenen Mausen, die das Schafprionprotein exprimieren, konnte mit dem MAK P4
ebenfalls eine Differenzierung zwischen verschiedenen Scrapieisolaten und dem BSE-Erreger

durchgefiihrt werden (BARON et al. 2004).

2.3.2.4 Proteinase-K-Stabilitit

Die Stabilitit gegeniiber dem Verdau mit Proteinase K variiert bei den verschiedenen TSE-
Stimmen. Das PrP> von BSE ist viel sensitiver als das PrP*® der meisten Scrapiestimme. Die
atypischen Scrapie-Fille zeigen eine deutlich geringere PK-Stabilitdt als die klassischen
Scrapiefdlle (BUSCHMANN et al. 2004b). Die Unterschiede kdnnen einerseits durch einen
Langzeit-PK-Verdau (KUCZIUS et al. 1998, JUNGHANS 2004) oder durch die Behandlung
der Proben mit steigenden PK-Konzentrationen (LEZMI et al. 2004, BUSCHMANN et al.
2004b) sichtbar gemacht werden.

2.3.3 Histopathologie

Charakteristisch fiir die TSEn sind die spongiformen Degenerationen im Gehirn, die histolo-
gisch als Vakuolisierung sichtbar sind. Daneben konnen Nervenzelldegenerationen, Gliose
und das Vorkommen von Plaques beobachtet werden. Diese Eigenschaften unterscheiden sich
bei den verschiedenen TSE-Stimmen und kénnen so zu einer ersten Differenzierung von
TSE-Stammen genutzt werden. Eine entziindliche Immunantwort fehlt bei TSEn, auch wenn
bei muriner Scrapie inzwischen eine abnorme Keimzentrumsreaktion in der Milz festgestellt

werden konnte (MCGOVERN et al. 2004).

2.3.3.1 Lisionsprofil

TSE-Stamme konnen anhand des Grades und der Verteilung der Vakuolisierung im Gehirn
unterschieden werden. Auf Basis einer semiquantitativen Beurteilung (Skala von 0-5) wird
dabei der Grad der Vakuolisierung in neun Regionen der grauen Substanz und drei Regionen
der weilen Substanz zur Erstellung sog. Léasionsprofile ermittelt (MOULD et al. 1967,
FRASER u. DICKINSON 1968). Das Lisionsprofil wird neben dem verwendeten TSE-
Stamm aber auch von Wirtsfaktoren, z.B. der verwendeten Mauslinie, beeinflusst. Diese
Lasionsprofile wurden zuerst im Mausmodell zur Differenzierung von TSE-Stdmmen genutzt.
Durch diese Untersuchungen gelang auch der Nachweis, dass die neue Variante der Creutz-
feldt-Jakob-Krankheit sowie die Félle von FSE und TSEn bei exotischen Wildwiederkduern
ebenfalls durch den BSE-Erreger hervorgerufen wurden, da sie alle ein einheitliches Lasi-
onsprofil zeigten (BRUCE et al. 1994, 1997, HILL et al. 1997, BROWN et al. 2003). Auch

Schafe, Ziegen und Schweine, die mit BSE infiziert und anschlieend in Mausen subpass-
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agiert wurden, zeigten dieses charakteristische Lasionsprofil (BRUCE et al. 1994, FOSTER et
al. 1996a). Die Auswertung der Erstpassage von 150 BSE-Ubertragungen auf Miuse
(GREEN et al. 2005) bestitigte die These, dass es sich bei dem klassischen BSE-Erreger um
einen einzigen Stamm handelte. Die Maxima der Vakuolisierung sind bei BSE im Hypotha-
lamus, im Septum und in der Medulla oblongata zu finden. Im Gegensatz dazu zeigen alle
bisher isolierten Scrapieisolate eine breite Variation in den Lisionsprofilen (BRUCE u.
FRASER 1991), aus denen nach mehreren Subpassagen jedoch nur eine begrenzte Anzahl
definierter Scrapiestimme isoliert werden konnte (BRUCE et al. 2002).

Da der Mausbioassay sehr zeitaufwindig ist und einige TSE-Isolate sich nicht auf konventio-
nelle Méuse iibertragen lieBen, wurden Lésionsprofile auch direkt am Schafgehirn erstellt
(SIMMONS et al. 1996, WOOD et al. 1997, BEGARA-MCGORUM et al. 2002, LIGIOS et
al. 2002). Die Interpretation solcher Lésionsprofile ist jedoch diffizil, da beim Schaf neben
dem TSE-Stamm auch andere Faktoren wie Rasse, Genotyp, Inkubationszeit und das Alter

des Tieres zum Zeitpunkt der Inokulation eine Rolle spielen konnen.

2.3.3.2 PrP°‘-Ablagerung und Immunoreaktivitiit

Die Verteilung des PrP kann in der Immunhistologie durch PrP-spezifische Antikorper
dargestellt werden. Die Gehirnregionen, in denen eine starke Vakuolisierung beobachtet wird,
zeigen korrelierend dazu auch die stirksten PrP*°-Ablagerungen. Die PrP*-Ablagerung kann
dabei diffus verteilt und fein granuldr oder mehr fokal in Form amyloider Plaques auftreten.
Wie bei der Vakuolisierung kann die Verteilung und der Grad der PrP-Ablagerung zur
Differenzierung von TSE-Stdmmen genutzt werden. Einige TSE-Stdmme scheinen nicht nur

bestimmte Gehirnregionen, sondern sogar bestimmte Nervenzelltypen zu bevorzugen.

Bei der Maus wurden die PrP**-Ablagerungsmuster zuerst zur Stammdifferenzierung verwen-
det (BRUCE et al. 1989, BRUCE 1993, 2003) und dienten zum Nachweis eines kausalen
Zusammenhangs zwischen BSE und vCJK (BROWN et al. 2003). Inzwischen findet neben
der klassischen Immunhistologie zur Darstellung des PrP*°-Ablagerungsmuster bei der Maus
und beim Hamster auch der PET-Blot (Paraffin Embedded Tissue Blot) Verwendung
(TARABOULOS et al. 1992, SCHULZ-SCHAEFFER et al. 2000a, b).

Immunhistologische Untersuchungen erlauben die Unterscheidung von oviner BSE von natiir-
lichen und experimentellen Scrapieisolaten direkt am Schafmaterial (JEFFREY et al. 2006).
Dabei werden immunhistochemisch gefarbte Schnitte aus dem Gehirn und/oder dem lympho-
retikulidren System (LRS) von Schafen untersucht. Im LRS ist die PrP**-Ablagerung vor allem
in follikuldr dendritischen Zellen und in ,.tingible body macrophages* (TBM) zu finden. Félle
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von oviner BSE zeigen weniger PrP*-Ablagerungen im Zytoplasma von Neuronen und in
phagozytotischen Zellen des Gehirns und des LRS, wenn sie mit Antikoérpern, deren Epitop
im Bereich der PK-Schnittstelle (Aminosédure 84-105) binden, inkubiert werden (JEFFREY et
al. 2001b, 2003, THURING et al. 2004, MARTIN et al. 2005).

Das PrP*-Ablagerungsmuster wird hauptsichlich durch den verwendeten Scrapiestamm
beeinflusst (GONZALEZ et al. 2002, 2003). Immunbhistologisch zeigt ovine BSE ein charak-
teristisches PrP**-Ablagerungsmuster, welches sich von allen bisher untersuchten Scrapieiso-
laten unterscheiden ldsst. Das PrP*°-Ablagerungsmuster wird dabei nicht oder nur gering von
der Schafrasse, dem PrP-Genotyp oder der Inokulationsart beeinflusst (GONZALEZ et al
2005a), aber der Grad der PrP*-Ablagerung scheint vom PrP-Genotyp und somit von der
Léinge der Inkubationszeit abhéngig zu sein (GONZALEZ et al. 2002). Diese immunhistolo-
gische Methodik erlaubt die Abgrenzung des Scrapiestammes CH1641 von oviner BSE
(JEFFREY et al. 2006).

Diese beiden Methoden wurden weiterhin zur préklinischen Differenzierung zwischen BSE

und Scrapie am Schaf verwendet (THURING et al. 2005).

Ein weiteres histologisches Merkmal der TSEn ist das Auftreten amyloider Plaques. Sie kon-
nen nach ihrer Haufigkeit, ihrer Art und ihrer Lokalisation unterschieden werden (BRUCE et
al. 1989, BRUCE 2003). Floride Plaques bestehen aus einem fibrilldren Kern, der von einem
Ring von Vakuolen umgeben ist. Sie sind hiufig im Gehirn von vCJK-Patienten nachweisbar
(WILL et al. 1996), sowie bei BSE-infizierten Affen (LASMEZAS et al. 1996), bei mit oviner
BSE infizierten transgenen Méusen, die das Schafprionprotein liberexprimieren (CROZET et
al. 2001b) und bei mit BSE oder vCJK infizierten transgenen Méusen, die das humane Pri-
onprotein exprimieren (ASANTE et al. 2002). Das Fehlen von Plaques bei mit BSE-
infizierten Prnp-a Wildtypmiausen wird von GREEN et al. (2005) als eine spezifische Eigen-
schaft des BSE-Erregers angesehen. Das Auftreten von Plaques ist einerseits vom TSE-
Stamm, aber auch von der verwendeten Mauslinie und der Inkubationszeit abhingig (BRUCE
u. FRASER 1982). Auch die Behandlung der histologischen Proben mit Ameisensdure kann
zu einem reduzierten Auftreten von Plaques fithren (BROWN et al. 2003).

2.3.3.3 Resistenz gegeniiber Inaktivierung

Der TSE-Erreger zeichnet sich durch eine hohe physikalische und chemische Stabilitét aus.
Unterschiede bei der Inaktivierung von TSE-Stimmen konnen auf unterschiedlichen Thermo-
stabilitdten (KIMBERLIN et al. 1983, SOMERVILLE et al. 2002, TAYLOR et al. 2002),

Resistenzen gegeniiber basischen pH-Werten (> pH 11) sowie Kombinationen von hohen
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Temperaturen und basischen pH-Werten bestehen (SOMERVILLE 2002). Zum Beispiel ist
der Scrapie-Stamm 22C bis 70°C stabil, der Scrapie-Stamm 22A bis 97°C. Auch SDS (Natri-
umdodecylsulfat, > 1%) oder starke Chaotrope (z. B. 3 M Guanidiumhydrochlorid) fithren zu
einer Reduktion der Infektiositit (KIMBERLIN et al. 1983, CAUGHEY et al. 1997). Bei
zwei Mausmodellen, bei denen die Scrapiestimme 22A und 139A in verschiedenen Mausli-
nien verwendet wurden, konnte stammspezifische Unterschiede in der Resistenz gegeniiber
SDS nachgewiesen werden und der Scrapie-Stamm 22A zeigte eine hohere Thermostabilitit

als der Scrapie-Stamm 139A (KIMBERLIN et al. 1983).

2.3.3.4 Konformation

Erste Hinweise, dass sich die Konformation des PrP* bei den verschiedenen TSE-Stimmen
unterscheidet, ergaben sich aus Studien mit transgenen Midusen (TELLING et al. 1996).
CAUGHEY et al. (1998) konnten mittels Infrarotspektroskopie nachweisen, dass sich die
Konformation der beiden Hamsterscrapiestimme ,Hyper’ und ,Drowsy’ in der J-
Faltblattregion sehr stark unterscheidet. Die Infrarotspektroskopie wurde auch zur Differen-

zierung von BSE und Scrapie im Hamster eingesetzt (THOMZIG et al. 2004).

Mittels Fluoreszenzspektroskopie (RUBENSTEIN et al. 1998) und durch einen konformati-
onsabhingigen Immunoassay (conformation dependent immunoassay — CDI) (SAFAR et al.
1998, 2002) ergaben sich weitere Hinweise dafiir, dass sich TSE-Stimme anhand ihrer Kon-
formation unterscheiden. Beim CDI wird das Verhiltnis der Antikorperbindung an denaturier-
tes bzw. natives PrP bestimmt. Dadurch konnten acht Scrapiestimme beim Hamster unter-
schieden werden. Die stammspezifische Konformation wird auch durch die Bindung von
Kupfer an PrP* beeinflusst (WADSWORTH et al. 1999). Diese Unterschiede in der Konfor-
mation konnten nicht nur die Grundlage fiir verschiedene PK-Schnittstellen und somit ver-
schiedene Molekularmassen und Immunoreaktivititen darstellen, sondern auch die Basis der

gesamten TSE-Stammeigenschaften bilden.
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Tiere

3.1.1 Schafe

Bei allen verwendeten Scrapieisolaten handelte es sich um deutsche Feldisolate, die in
Deutschland in den Jahren 2002 bis 2004 im Rahmen des aktiven Uberwachungsprogramms

kleiner Wiederkéduer auf das Vorhandensein des Scrapieerregers ermittelt wurden.

Einen Uberblick iiber die verwendeten Isolate klassischer Scrapie geben Tabelle 3.1 und 3.2.
Von diesen klassischen Isolaten wurden acht fiir Ubertragungsversuche in Miusen verwendet.
36 klassische Scrapieisolate wurden einer Typisierung zur Unterscheidung BSE/Scrapie mit
Hilfe des FLI-Test unterzogen. Als BSE-Kontrolle fiir den FLI-Test diente eine Rinderprobe
(R 128/04), die im BioRad Elisa ein reaktives Ergebnis erbracht hatte und bei der im Rahmen
der diagnostischen Immunhistologie am Friedrich-Loeffler-Institut eindeutig PrP*—
Ablagerungen nachgewiesen werden konnte. Eine weitere Positivkontrolle stellte der ,BSE
Diagnostikpool’ dar, eine Mischung aus mehreren Hirnstammproben von Rindern, bei denen
im Jahr 2004 BSE diagnostiziert worden war. Als ovine BSE Kontrolle im FLI-Test diente
der Hirnstamm eines experimentell mit BSE infizierten Schafes mit dem Genotyp ARQ/ARQ,
welcher von der VLA in Weybridge (England) zur Verfligung gestellt wurde (PG1693/03)
und der Hirnstamm eines experimentell mit BSE infizierten Schafes, welcher von der INRA

in Tours (Frankreich) zur Verfiigung gestellt wurde.

Einen Uberblick iiber die verwendeten atypischen Scrapieisolate geben Tabelle 3.3 und 3.4.
11 der 12 atypischen Scrapieisolate wurden fiir Ubertragungsexperimente in Miusen verwen-
det, fiinf Isolate wurden weitergehend biochemisch charakterisiert. Als Kontrolle flir die
weitergehenden biochemischen Untersuchungen (Untersuchungen zur PK-Stabilitit, Degly-
kosylierung, Antikorperbindungsverhéltnis, Epitopcharakterisierung) diente ein klassisches

Scrapiefeldisolat, S 33/02, und ein BSE-Isolat, R 128/04.

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die verwendeten Schafisolate mit klassischer Scrapie
* Nummer der Ausbriiche fortlaufend ab 2002 fiir Ausbriiche mit klassischer Scrapie.

hok Von dem Scrapieisolat S 34/02 war nur formalinfixiertes Material vorhanden, so dass weder der Geno-
typ bestimmt werden konnte noch andere biochemische Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten.

ok Alle Schafe des Ausbruchs Nummer 11 stammten aus einer Herde in Sachsen-Anhalt, einige der Tiere
wurden jedoch nach Niedersachsen verkauft, wo auch das erste Schaf dieses Ausbruches an Scrapie erkrankte.
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Aus- Bezeich- Landkreis, Bundesland PrP-Allel FLI-Test | Inokulation
bruch* | nung in Méuse
1 S 3/02 Borken, NRW ARQ/ARQ X X
S 5/02 Borken, NRW ARQ/ARQ X X
S 7/02 Borken, NRW ARQ/ARQ X
2 S 12/02 Giistrow, MV ARQ/ARQ X
S 13/02 Giistrow, MV ARQ/ARQ X
S 17/02 Giistrow, MV ARQ/ARQ X X
S 21/02 Giistrow, MV ARQ/ARQ X
S 23/02 Giistrow, MV ARQ/ARQ X
S 29/02 Giistrow, MV ARQ/ARQ X X
S 30/02 Giistrow, MV ARQ/ARQ X
S 33/02 Giistrow, MV ARQ/ARQ X X
3 S 32/02 Hochsauerlandkreis, NRW ARQ/ARQ X X
4x* S 34/02 Neumarkt i.d.O., BY n.a.
5 S 6/03 Holzminden, NS ARQ/ARQ X
6 S 15/03 Minden Liibbecke, NRW ARQ/ARQ X
S 17/03 Minden Liibbecke, NRW ARQ/ARQ X
S 18/03 Minden Liibbecke, NRW ARQ/ARQ X
S 27/03 Minden Liibbecke, NRW ARQ/ARQ X
7 S 20/03 Saale-Holzland, TH ARQ/AHQ X
S 24/03 Viersen, NRW ARQ/ARQ X
S 28/03 Viersen, NRW ARQ/ARQ X
S 33/03 Viersen, NRW ARQ/AHQ X
9 S 12/04 Leer, NS VRQ/ARQ X
S 13/04 Leer, NS VRQ/ARH X
10 S 14/04 Borken, NRW ARQ/ARQ X
11 S11/04 Anhalt-Zerbst, ST (NS)*** ARQ/ARQ X
S 17/04 Anhalt-Zerbst, ST (NS)*** ARQ/ARQ X
S 29/04 Anhalt-Zerbst, ST ARQ/ARQ X
S 44/04 Anhalt-Zerbst, ST (NS)*** ARQ/ARQ X
S 45/04 Anbhalt-Zerbst, ST (NS)*** ARQ/ARQ X
S 46/04 Anhalt-Zerbst, ST (NS)*** ARQ/ARQ X
S 47/04 Anbhalt-Zerbst, ST ARQ/ARQ X
S 77/04 Anhalt-Zerbst, ST ARQ/ARQ X
S 82/04 Anbhalt-Zerbst, ST ARQ/ARQ X
S 86/04 Anhalt-Zerbst, ST ARQ/ARQ X
S 104/04 Anhalt-Zerbst, ST ARQ/ARQ X
12 S 52/04 Greiz, TH ARQ/VRQ X
13 S 60/04 Bad Doberan, MV ARQ/ARQ X
14 S 107/04 Havelland, BB ARQ/ARQ X
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3.1.2 MaAuse

3.1.2.1 Mauslinien

Fiir die Durchfiihrung der Tierversuche wurden die drei Inzuchtmausstimme RIII, VM95 und
C57BI6 und eine transgene Mauslinie, Tgshp XI, verwendet. Diese transgene Mauslinie iiber-
exprimiert im Gehirn das ovine Prionprotein 4- bis 8 fach im Vergleich zum Schafsgehirn und
besitzt deshalb eine hohere Empfianglichkeit fiir den Scrapieerreger als konventionelle RIII-
Maiduse (Anne Buschmann, pers. Mitteilung, Insel Riems, 27.02.2006). Die Inzucht-
Mauslinien stammen urspriinglich vom Institute for Animal Health in Edinburgh, wéhrend die
transgene Mauslinie Tgshp XI an der BFAV Tiibingen entwickelt wurde. Der grofite Teil der
Tierversuche fiel unter das beim Landesveterinir- und Lebensmitteluntersuchungsamt Meck-
lenburg-Vorpommern, Sitz: Rostock, am 17.12.2002 angezeigte Tierversuchsvorhaben Nr.
902 (Diagnostischer Nachweis und Typisierung von Scrapie- bzw. der BSE-Feldisolaten -
Aktenzeichen LVL M-V/310-4/7221.3-2.1-027/02). Dabei sollten 90 Méuse pro Isolat und
maximal 1800 Miuse pro Jahr infiziert werden. Der Tierversuch startete am 01.03.2003 und
wurde unbefristet genehmigt. Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 1054 Méuse infi-
ziert. Einige der verwendeten Kontrollen und ein Isolat, S 3/02, fallen unter das noch beim
Regierungsprasidium Tiibingen am 16.05.1997 angezeigte Tierversuchsvorhaben Nr. 166
(Diagnostischer Nachweis der Traberkrankheit bzw. der BSE) bzw. unter das vom Landesve-
terindr- und Lebensmitteluntersuchungsamt Mecklenburg-Vorpommern, Sitz Rostock, am
19.11.2002 genehmigte Tierversuchsvorhaben Nr. 502 (BSE/Scrapie-Stdamme und Spezies-
barrieren: Analyse der diese Phdinomene bestimmenden Faktoren mit Hilfe transgener Maus-
linien, die artfremde oder artifizielle Prionproteine exprimieren — Aktenzeichen LVL-

MV/310-4/7221.3-1.1-034/02).

3.1.2.2 Tierhaltung

Alle Mauslinien wurden in der Kleintierzucht des FLI auf der Insel Riems vermehrt. Die
Infektionsversuche erfolgten in dem Isolierstallgebdude L3** des FLI, wo die Mduse in Réu-
men mit konstanter Temperatur, einem Lichtprogramm von 12 Stunden und kontinuierlicher
Beliiftung gehalten wurden. Die Méduse wurden in Gruppen von maximal 5 Tieren, getrennt
nach Geschlecht, gehalten. Die Fiitterung erfolgte mit Zuchtfutterpellets. Wasser stand ad
libitum zur Verfiigung. Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen wurden fiir die Inokula-

tionsversuche mit dem Scrapie- oder BSE-Erreger getrennte Stallungen verwendet.
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3.1.2.3 Kontrollen

Zur Vermeidung und Reduktion von Tierversuchen wurden bei den Positivkontrollen (BSE
Hoxter) und Negativkontrollen (isotonische Kochsalzlosung, negatives Schafsgehirn) in den
RIII-, VM95- und C57Bl16-Médusen auf in der Arbeitsgruppe (JUNGHANS 2004) durchge-
filhrte Versuche zuriickgegriffen. Mit diesem Material wurden alle histologischen und prote-
inbiochemischen Methoden zum Nachweis der Reproduzierbarkeit und zum Ausgleich me-
thodisch bedingter Abweichungen erneut durchgefiihrt. Die Tgshp XI Miuse wurden fiir diese
Arbeit mit Positivkontrollen (Scrapiestamm Chandler, BSE Hoxter, BSE BBP12/92) und
Negativkontrollen (isotonische Kochsalzlosung, negatives Schafsgehirn) inokuliert. Als zwei
weitere Positivkontrollen (BSE BBP12/92, ovine BSE) bei den Tgshp Miusen wurde auf in
der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Versuche zuriickgegriffen.

3.1.2.4 Inokulate

Aus dem Gehirn Scrapie-erkrankter Schafen wurde ein 10 % (w/v) Homogenat in isotoner
Kochsalzlosung hergestellt. Bei den Isolaten S 15/02 und S 30/02 mussten aus Mangel an
Material niedrigere Konzentrationen des Gehirnhomogenates verwendet werden. Das Material
fiir die Homogenatherstellung wurde unter sterilen Bedingungen aus dem Bereich des Obex
entnommen, nur fiir das Schaf S 14/03 wurde Kleinhirn verwendet. Die entsprechende Menge
Gehirnmaterial wurde abgewogen, mit dem Skalpell zerkleinert und mit dem entsprechenden
Volumen isotoner Kochsalzlosung vermischt, um dann durch Kaniilen mit einem Durchmes-
ser von 0,9 mm und anschlieBend 0,6 mm solange gezogen zu werden, bis man eine homoge-
ne Fliissigkeit erhielt. Danach wurden die Proben mit maximaler Amplitude drei Minuten
ultrabeschallt und, wenn mdglich, am gleichen Tag inokuliert. Standen nicht alle Mauslinien
in der entsprechenden Tierzahl an einem Tag zur Verfiigung, wurde das Inokulat bei —70°C
eingefroren, zur ndchsten Inokulation wieder aufgetaut und erneut ultrabeschallt. Die Homo-
genate der Gehirne, die eine hochgradige Autolyse zeigten und nach Ausstrich auf einer
Blutagarplatte eine hochgradige bakterielle Kontamination anzeigten, wurden zur Reduktion
der bakteriellen Kontamination 10 min bei 70°C erhitzt. Einen Uberblick iiber die erfolgten
Inokulationen, die Konzentration der Inokulate und die je nach Zustand des Gehirnes erfolgte

Erhitzung gibt die Tabelle 3.5.

3.1.2.5 Durchfiihrung der Tierversuche

Fiir die Inokulation wurden ménnliche und weibliche Méuse im Alter von 8 bis 12 Wochen
verwendet. Die Méuse wurden in einem geschlossenen Glastopf mit Diethylether betdubt.

Den Miusen wurden 30 pl des 10 %igen Gehirnhomogenates mit einer Metallkaniile intraze-
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rebral im Schnittpunkt der gedachten Verbindungslinie zwischen medialem Augenwinkel und
lateralem Ohrgrund appliziert. Von den Isolaten S 3/02 und S 14/03 wurden zusétzlich 100 pl
intraperitoneal injiziert. Je 15 Tiere der Mauslinien RIII, VM95 und Tgshp XI wurden mit den
entsprechenden klassischen Scrapieisolaten inokuliert. Neben diesen 3 Mauslinien wurden fiir
die atypischen Scrapieisolate noch 15 C57Bl6-Miuse inokuliert. Einen Uberblick iiber die
Inokulationen gibt Tabelle 3.5.

Nach der Inokulation wurden die Mduse mindestens dreimal pro Woche auf das Auftreten

klinischer Symptome untersucht.

Die Klinik ist gekennzeichnet durch ein gestortes Allgemeinbefinden, Abmagerung, Ataxien
in der Hinterhand bis zum Festliegen, stumpfes und gestraubtes Fell, getriibte Augen, einen
gekriimmten Riicken, Pruritus und zum Teil Blutungen und Nekrosen am Schwanz. Miuse

mit eindeutigen klinischen Symptomen wurden durch CO,-Intoxikation euthanasiert.

Tab. 3.5: Uberblick iiber die Inokulationen

Isolat Mauslinie c Medium 70°C, | i.c. Lp.
RIII | C57BI16 VM 95 Tgshp (%) 10 (uh (ph
XI min

S 3/02 20 20 20 - 10 NaCl nein 20 100
S 5/02 15 - 15 15 10 NaCl nein 30 -
S10/02 | 15 15 15 15 10 NaCl ja 30 -
S13/02 | 15 - 15 15 10 NaCl nein 30 -
S15/02 | 10 10 15 10 5 NaCl ja 30 -
S17/02 | 20 15 20 15 10 NaCl nein 30 -
S18/02 | 15 15 15 13 10 NaCl ja 30 -
S25/02 | 16 11 15 13 10 NaCl nein 30 -
S29/02 | 15 - 15 14 10 NaCl ja 30 -
S30/02 | 15 15 15 15 5 NaCl ja 30 -
S32/02 | 15 - 15 15 10 NaCl ja 30 -
S33/02 | 13 - 15 15 10 NacCl ja 30 -
S36/02 | 15 15 15 15 10 NaCl ja 30 -
S37/02 | 15 15 15 15 10 NacCl nein 30 -
S38/02 | 15 15 15 15 10 NaCl ja 30 -
S39/02 | 15 15 15 13 10 NaCl ja 30 -

S 40/02 | - 10 15 10 10 NaCl ja 30 -

S 14/03 15 15 16 15 10 NaCl ja 20 100
S 26/03 15 15 15 15 10 NaCl ja 30 -

c Konzentration

i.c. intrazerebral

i.p. intraperitoneal
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3.1.2.6 Probenentnahme

Mit einer kleinen Schere wurde vom Foramen occipitale ausgehend der Schidel an der rech-
ten Seite aufgeschnitten und das Gehirn herauspripariert. Mit einem Skalpell wurde das Ge-
hirn in Langsrichtung, circa 2 mm neben dem Sulcus longitudinalis, von dorsal nach ventral
gerade durchgeschnitten. Der groBere Teil des Gehirns wurde fiir die Histologie verwendet
und dafiir in 4 %igem Formalin fixiert. Der kleinere Teil wurde fiir die Untersuchungen im
Western Blot verwendet und bei —20°C gelagert. Fiir die Entnahme der Milz wurde das Fell
auf der linken Seite des Tierkdrpers aufgeschnitten, mit einer sterilen Schere die Bauchhdhle
eroffnet und die Milz herauspréipariert. Eine Hilfte der Milz wurde in 4 %igem Formalin
fixiert, die andere Hilfte bei —20°C gelagert. Fiir die Entnahme der Gehirne und der Milz
wurde fiir jede Maus ein frisches, autoklaviertes Besteck verwendet, um Kreuzkontaminatio-

nen zu vermeiden.

3.1.2.7 Inkubationszeiten

Die Inkubationszeit ist definiert als die Zeit von der Infektion (Inokulation) bis zum Auftreten
der ersten Krankheitserscheinungen. Bei diesen Versuchen wurde das Ende der Inkubations-
zeit als der Tag definiert, an dem die Maus aufgrund der klinischen Symptome euthanasiert
wurde oder tot aufgefunden wurde. Fiir jede Tiergruppe wurde der Mittelwert, die Standard-

abweichung und der Standardfehler der Inkubationszeiten aller positiven Méuse berechnet

(Tab. 3.6).

Tab. 3.6: Formeln zur Ermittlung von Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler

Mittelwert Standardabweichung Standardfehler
Formel =2 s
)7:& NG s.=SEM.=——
§ =,/ X \/;
n n—1
n Anzahl der Proben
X Einzelwert des jeweiligen Tieres

Zur Darstellung einer mdglichen Ubertragung der atypischen Scrapieisolate auf die Miuse
trotz fehlendem PrP*-Nachweis wurde neben der Inkubationszeit aller PrP**-positiven Miuse
(1Z-PrP%%) auch noch die klinische Inkubationszeit (IZ-KL) aus den Mittelwerten aller mit
klinischen Symptomen getoteten Méuse berechnet. Aus den Inkubationszeiten aller inokulier-
ten Méduse in einem Versuch, unabhidngig davon, aus welchem Grund sie euthanasiert oder tot
aufgefunden wurden, wurde die mittlere Lebensdauer nach Inokulation (MLD) ermittelt.
Mause, die in einem Zeitraum von 150 Tagen nach der Inokulation verstarben, wurden in
diese Berechnung jedoch nicht mit hineinbezogen, da in diesem Zeitraum meist die Inokulati-

on selber oder andere Ursachen als eine Scrapieinfektion die Todesursache darstellen.
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Die mit klassischen Scrapieisolaten infizierten Méduse wurden nur stichprobenartig getestet,
um Material fiir eventuell notwendige Subpassagen zur Verfiigung zu haben. Dazu bildeten
die zwei Méuse mit der kiirzesten bzw. der ldngsten Inkubationszeit, die in der Immunhisto-
logie oder im Western Blot positiv getestet worden waren, die Grenzen fiir ein sogenanntes
Inkubationszeitintervall. Wenn weitere vier Mause, deren Inkubationszeiten gleichméBig tiber
dieses Intervall verteilt waren, in der Immunhistologie oder im Western Blot positiv getestet
wurden, galten alle anderen Tiere, die eindeutige klinische Symptome zeigten und in diesem
Intervall lagen, auch ohne Durchfiihrung von Immunhistologie oder Western Blot als positiv.
Tot aufgefundene Méuse wurden in die Ermittlung der Inkubationszeit mit einbezogen, wenn
bei ihnen PrP* nachgewiesen wurde oder sie im Inkubationszeitintervall verstorben waren.
Bei den atypischen Scrapieisolaten war die stichprobenartige Testung wegen der vermuteten
geringeren Ubertragungsraten nicht ausreichend, so dass alle Miuse in der Histologie und im

Western Blot auf vorhandenes PrP°¢ untersucht wurden.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Herstellung von Gehirnhomogenaten

Je nach Tierart wurden unterschiedliche Verfahren verwendet, um 10%ige Gehirnhomogenate
herzustellen. Beim Schaf wurden 150 mg Gehirn aus dem Bereich des Obex in einem Riboly-
serrohrchen abgewogen und mit dem neunfachen Volumen (w/v) an Sucrose-DOC-NP40-
Lysispuffer versetzt. Die Homogenisierung erfolgte in einem Ribolyser mit Unwucht (2 Zyk-
len, Geschwindigkeitseinheit 6.5, Zeit 45 Sekunden) und wurde durch die Keramikkiigelchen
in dem Ribolyserrohrchen erzielt. Das Homogenat wurde fiir 5 Minuten bei 13000 g zentrifu-
giert und der Uberstand entweder direkt in die PTA-Fillung eingesetzt oder bei —20°C gela-
gert.

Bei der Maus wurden 50-80 mg Gehirnmaterial ebenfalls im neunfachen Volumen Sucrose-
DOC-NP40-Lysispuffer aufgenommen, durch mehrmaliges Aufziehen in Spritzen mit Kanii-
len mit einem Durchmesser von 0,9 und 0,6 mm homogenisiert und anschliefend fiir 5 Minu-
ten bei 1000 g zentrifugiert, um Zelldetritus zu entfernen. Der Uberstand konnte entweder

direkt fiir die nachfolgenden Versuche verwendet werden oder wurde bei —20°C eingefroren.

3.2.2 Einfacher Proteinase K-Verdau

Fiir den einfachen Proteinase K (PK)-Verdau wurden die Gehirne der Méuse verwendet, die
mit klassischen Scrapieisolaten infiziert waren. 50 pl des 10%igen Gehirnhomogenates wur-

den mit 2,5 pl PK-Stammlésung (Endkonzentration 50 pg/ml) versetzt und bei 37°C (RIII-,
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VM95-, C57Bl16-Méuse) bzw. 55°C (Tgshp-Maiuse) eine Stunde unter Schiitteln inkubiert.
Der PK-Verdau wurde durch eine Denaturierung fiir 5 min bei 95°C abgestoppt und die Probe
mit 50 pl 2x CVL-Puffer versetzt.

3.2.3 Fillung mit Phosphorwolframsiure (PTA-Fillung)

Die PTA-Fillung dient der spezifischen Anreicherung von PrP** (WADSWORTH et al.
2001). Phosphorwolframsdure bildet in Gegenwart von Magnesiumionen und bei neutralem
pH-Wert Aggregate spezifisch mit PrPS-Molekiilen, aber nicht mit PrP“-Molekiilen aus. Die
nach Zentrifugation erhaltenen Pellets bestechen groBtenteils aus PrP* und erméglichen so
eine starke Anreicherung von PrP* aus Gehirnhomogenaten. Bei Miusen, die mit klassischen
Scrapieisolaten infiziert waren und nach einfachem PK-Verdau sehr schwache Signalstirken
im Western Blot hatten sowie bei allen Miusen, die mit den atypischen Scrapieisolaten infi-
ziert waren und zusitzlich bei allen Schafen wurde zur Anreicherung von PrP* die PTA-

Féllung durchgefiihrt.

Beim Standardprotokoll wurden 100 ul eines 10%igen Gehirnhomogenates mit 0,5 pul Benzo-
nase (Endkonzentration 50 Units/ml) und 1,0 pul Magnesiumchlorid (Endkonzentration 1 mM)
versetzt und bei 37°C fiir 30 Minuten schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben
bei einer PK-Konzentration von 50 pg/ml bei 55°C fiir eine Stunde verdaut. Der PK-Verdau
wurde durch die Zugabe von 2 pl Pefabloc (Endkonzentration 2 mM) abgestoppt und die
Proben bei 95°C fiir 5 Minuten denaturiert. Nach Zugabe von 100 pl PBS mit 4 % Sarkosyl
inkubierten die Proben fiir 30 Minuten bei 37°C. AnschlieBend wurden die Proben mit 16 pl
der PTA-Stammlosung versetzt, um eine Endkonzentration von 0,3 % PTA in der Probe zu
erhalten. Nach einer Inkubation bei 37°C fiir eine Stunde wurden die Proben 30 Minuten bei
14000 g zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet in 30 ul 2 x CVL-

Puffer aufgenommen.

Abweichend vom Standardprotokoll wurde bei Schafen und Mausen mit schwachen Signal-
stirken im Western Blot und bei allen Méusen, die mit atypischen Scrapieisolaten infiziert
wurden waren, das Ausgangsvolumen des Homogenates auf 500 pl erhoht. Proben aus RIII-,
VM95- und C57Bl6-Miusen wurden bei 37°C mit PK verdaut, Proben aus Schafen und
Tgshp-Méusen bei 55°C.

3.2.4 Proteinauftrennung mittels SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Fiir die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde das Mini-Protean II
System der Firma BioRad verwendet. Als Gele wurden 16%ige Polyacrylamid-Minigele
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verwendet (Tab. 3.7), die je nach Bedarf 0,75 mm dick (Schafmaterial, 10 Proben) oder 1,5

mm dick (Mausmaterial, 15 Proben) waren.

Tab. 3.7: Rezepturen fiir Trenn- und Sammelgele

2 Trenngele 2 Sammelgele
A. bidest. 3,0 ml A. bidest. 6,0 ml
Tris 1,5 M, pH 8,8 3,75 ml Tris 0,5 M, pH 6,8 2,5ml
Acrylamid 8,0 ml Acrylamid 1,3 ml
SDS (10 %) 750 ul SDS (10 %) 500 ul
APS 100 pl APS 200 pl
Temed 10 pl Temed 20 ul

Das Trenngel benétigte etwa 20 Minuten zum Auspolymerisieren, danach konnte das Sam-
melgel gegossen werden, welches innerhalb von 5 Minuten auspolymerisiert war. Die Proben
wurden kurz vor dem Auftragen bei 95°C fiir 5 min denaturiert. Bei Gelen, die zur Ermittlung
der Molekularmasse verwendet wurden, wurden mindestens zweimal randstdndig und, wenn
moglich, noch einmal in der Mitte des Gels 10 ul des Histidin-markierten FLI-Markers aufge-
tragen (GROSCHUP et al. 2001). Die Proteine wurden bei 100 V im Sammelgel und bei
200 V im Trenngel aufgetrennt.

3.2.5 Western Blot

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mittels Western Blot in
einer Semi-Dry-Blotting Apparatur auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Die PVDF-
Membran wurde fiir 5 Minuten in Methanol gelegt und anschlieBend mit 6 Lagen Whatman-
Chromatographiepapier und dem Minigel in Blottingpuffer getriankt. In das Semi Dry Blotge-
rdt wurden aufeinander 3 Lagen Whatmanpapier gelegt, darauf die PVDF-Membran, das
Minigel und schlielich wieder 3 Lagen Whatmanpapier. Am Blotgerit wurde fiir 45 Minuten
eine Spannung von 15 Volt und eine Stromstirke von 0,3 Ampeére pro Minigel eingestellt. Die
PVDF-Membran wurde anschlieBend zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen in
10 ml 5%iger Magermilch fiir eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) blockiert. Der primére
Antikorper wurde in 5%iger Magermilch verdiinnt (Verdiinnungen siehe Tab. 9.1.1 und 9.1.3)
und fir 1,5 Stunden oder iiber Nacht inkubiert. Wurde der Histidin-markierte FLI-Marker auf
die Gele geladen, wurde als primdrer Antikorper zusétzlich ein anti-Histidin-Antikdrper in
einer Verdlinnung von 1:2000 verwendet. Wenn die Western Blots mit dem MAK P4 entwi-
ckelt wurden, kam ein FLI-Marker zum Einsatz, welcher neben der Histidinmarkierung auch

eine Markierung fiir den MAK P4 trug, so dass kein Histidin-Antikorper zugegeben werden
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musste. Dieser P4-FLI-Marker beinhaltete dabei nur die Marker mit 21,5 und 18,0 kDa Mole-
kularmasse. Nach dreimaligem Waschen fiir jeweils 10 Minuten mit PBS-Tween wurde die
Membran mit dem an alkalische Phosphatase gekoppelten Sekundérantikorper, der in 10 ml
PBS-Tween verdiinnt wurde, fiir eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je-
weils 10 Minuten mit PBS-Tween wurden die Blots 2 mal je 2 Minuten in Assaypuffer inku-
biert und anschliefend fiir fiinf Minuten mit 1,5 ml CDP-Star Losung bedeckt. Nach Ablaufen
der CDP-Star-Losung von der Membran wurden die Membranen in Klarsichtfolie verpackt,

um sie im VersaDoc Imaging System {iber einen Zeitraum von 120 Sekunden einzuscannen.

3.2.6 Glykosylierungsverhiltnisse und Molekularmasse

Die Glykosylierungsverhéltnisse, also der Anteil der mono-, di- und unglykosylierten Bande
des PK-verdauten PrP* am Gesamtsignal und die Molekularmasse des PrP% im Western Blot
wurde mit Hilfe der Quantity One Software nach Messung im VersaDoc Imaging System
bestimmt. Um die Signale fiir die Glykosylierungsverhiltnisse auswerten zu kénnen, musste
die Signalintensitdt im linearen Messbereich des VersaDoc Imaging System zwischen
100.000 und 200.000 counts liegen. Die erforderliche Signalstirke wurde in einem Probelauf
bestimmt. Fiir die Bestimmung der Molekularmasse der di-, mono- und unglykosylierten
Bande des PrP* wurde der FLI-Marker mit Markern von 23,0 -21,5-20,3-19,2 — 18,0 —
17,1 - 16,2 — 12,1 kDa GroBBe (GROSCHUP et al. 2001) als Standardmarker definiert. Die
Einstellungen am VersaDoc Imaging System zur Aufnahme und Auswertung der Western
Blots wurden nach Herstellerangaben (VersaDoc Manual) eingerichtet und waren fiir alle

Western Blots gleich.

Am Schafmaterial wurde jedes Scrapieisolat nach PTA-Féllung und nach Bestimmung der
erforderlichen Signalstirke auf vier verschiedene Gele geladen. Der Western Blot wurde mit
dem MAK L42 entwickelt, der Mittelwert aus diesen Gelldufen ermittelt und die Standardab-

weichung der Einzelgelldufe berechnet.

Am Mausmaterial wurden pro Scrapieisolat und Mauslinie vier Méuse, die die erforderlichen
Signalstirken im Western Blot hatten, auf je vier Gele aufgetragen und die Western Blots mit
dem PAK Ral0 entwickelt. Aus den Mittelwerten der Einzelgelldufe jeder Maus berechnete
man den Mittelwert und die Standardabweichung fiir die Glykosylierungsverhéltnisse und die

Molekularmasse fiir jedes Scrapieisolat.

3.2.7 Antikorperbindungsverhiltnis

Diese Untersuchung wurde am Schaf- und Mausmaterial durchgefiihrt. Das Prinzip beruht auf
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Antikorpern wie MAK P4, 3B5 und SAF32, die im Bereich der PK-Schnittstelle des PP
binden. Sie detektieren nach PK-Verdau noch das PrP von Scrapie, aber nicht mehr das
PrP* von BSE. Im Gegensatz dazu erkennen Antikorper wie der MAK L42 bzw. PAK Ralo,
die in der ,core-’ oder zentralen Region des Prionprotein binden, nach PK-Verdau sowohl das

PrP*¢ von Scrapie als auch das von BSE.

Am Schafmaterial bei den 36 untersuchten klassischen Scrapieisolaten und den drei unter-
suchten atypischen Scrapieisolaten wurde das gleiche Probenvolumen jedes Isolates nach der
PTA-Féllung auf mindestens vier Gele geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Zwei der
Western Blots wurden mit dem MAK L42 und zwei mit dem MAK P4 entwickelt. Am Ver-
saDoc wurde mit der Quantity One Software die entsprechenden Signalstdrken bestimmt und
das Verhiltnis der Signalstirke im Western Blot vom MAK P4 zum MAK L42 berechnet.
Auf jedes Gel wurde als Kontrolle ein klassisches Scrapieisolat, ein BSE-Isolat und ein Isolat

oviner BSE geladen.

Bei den Miusen wurde diese Untersuchung an den Tgshp- und RIII-Mé&usen, die mit den
klassischen Scrapieisolaten infiziert wurden waren, durchgefiihrt. Dabei wurde mit gepooltem
Material aus den vier Miusen, die filir die Berechnung der Glykosylierungverhéltnisse und der
Molekularmasse verwendet wurden, gearbeitet. Da die Tgshp-Maiuse als Transgen die Prote-
insequenz des Schafprionproteins tragen, werden sie von MAK’s wie .42 und P4 erkannt.
Die Berechnung des Antikorperbindungsverhéltnisses erfolgte wie beim Schafmaterial ange-

geben.

Bei den RIII-Méausen standen zwei Antikorper zur Abgrenzung des BSE- vom Scrapieerreger
zur Verfiigung: MAK SAF32 und MAK 3BS. In einem Probegel wurden nach einem einfa-
chen PK-Verdau die Signalstirken der RIII-Méduse mit dem PAK Ral0 im Western Blot
gemessen und das auf das Gel aufgetragene Volumen fiir jede Mauslinie und jedes Scrapiei-
solat so gewihlt, dass sie mit diesem Antikorper dhnliche Signalstirken im Western Blot

zeigten und im linearen Bereich des VersaDoc lagen.

Die so ermittelten Probenvolumina der RIII-M&use wurden auf drei Gele geladen, elektropho-
retisch aufgetrennt und der erste Western Blot mit dem PAK Ral0, der zweite mit dem MAK
3B5 und der dritte mit dem MAK SAF32 entwickelt (s. Tab. 9.1.1). Da fiir jeden dieser drei
Antikorper nur ein Gel verwendet werden konnte, wurde das Ergebnis jedoch nicht wie bei
den Schafen und den Tgshp-Maiusen als Verhéltnis der Signalstirken berechnet, sondern nur

der Grad der Detektion angegeben.
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3.2.8 Langzeit-Proteinase K-Resistenz

Diese Untersuchung wurde an den Tgshp- und RIII-Mausen, die mit den klassischen Scrapiei-
solaten infiziert wurden waren, durchgefiihrt. Fiir die Ermittlung der Langzeit-PK-Resistenz
wurde mit dem gepoolten Material aus den vier Méusen, die fiir die Berechnung der Glykosy-
lierungverhaltnisse und der Molekularmasse verwendet wurden, gearbeitet. Pro Mauslinie und
Scrapieisolat wurden drei Ansétze durchgefiihrt, welche wiederum auf vier Gele aufgetragen
wurden. Pro Ansatz wurden 200 pl des gepoolten Homogenates mit 10 ul PK-Stammldsung
(Endkonzentration 50 pg/ml) versetzt und bei 37°C schiittelnd inkubiert. Nach 1 h, 6 h, 24 h
und 48 h wurden aus jedem Ansatz 30 pl entnommen, mit demselben Volumen 2x CVL-
Puffer gemischt und bei 95°C fiir 5 Minuten denaturiert. Bis zum Auftragen auf das Gel
wurden die Proben bei —20°C gelagert. Fiir alle Zeitpunkte wurde immer das gleiche Volumen
auf das Gel geladen. Nach SDS-PAGE und Western Blot wurde die Signalstirke des noch
vorhandenen PrP*° nach 1 h, 6 h, 24 h und 48 h mit der Quantity One Software ermittelt. Die
Signalstirke nach einstiindigem PK-Verdau wurde mit 100 % angesetzt. Mit der Excel Kalku-
lationssoftware ermittelte man relativ dazu die Anteile des noch vorhandenen PrP¢ nach 6 h,

24 h und 48 h.

3.2.9 Deglykosylierung

Die Deglykosylierung wurde am Schaf- und als Kontrolle am Rindermaterial nach PTA-
Féllung (mit und ohne PK-Verdau) durchgefiihrt. Als klassisches Scrapieisolat wurde fiir die
Deglykosylierungsversuche das Schaf S 33/02 verwendet, als atypische Scrapieisolate die
Schafe S 39/02 und S 40/04 und als BSE-Isolat das Rind R 128/04. Das Pellet, das man aus
der PTA-Fillung erhielt, wurde in 60 pl Sucrose-DOC-NP40 Lysispuffer aufgenommen. 54
ul dieser Probe wurden mit 6 pul Denaturierungspuffer versetzt und fiir 10 Minuten bei 95°C
denaturiert. Danach wurde die Probe geteilt und je 25 pl der Probe mit 3 ul Natriumphosphat-
Puffer und 4 ul PNGase F (Endkonzentration 0,125 Units/pul) bzw. A. bidest. versetzt. Dann
wurden die Proben fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert, danach mit 30 pl 2x CVL-Puffer ver-
setzt und fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert, bevor sie auf das SDS-Gel aufgetragen wurden.

3.2.10 Proteinase K-Stabilit:t

Zur Ermittlung der PK-Stabilitit wurden die Gehirnhomogenate der Scrapie- und BSE-Isolate
mit unterschiedlichen PK-Konzentrationen inkubiert. Als klassisches Scrapieisolat wurde fiir
die Untersuchungen zur Ermittlung der Stabilitit gegeniiber Proteinase K das Schaf S 33/02
verwendet, als atypische Scrapieisolate die Schafe S 39/02 und S 40/04, als BSE-Isolat das
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Rind R 128/04 und als Negativkontrolle ein negatives Schaf. 100 ul des jeweiligen Homoge-
nates wurden in die PTA-Féllung eingesetzt und mit PK-Konzentrationen von 0, 25, 50, 250,
500 und 1000 pg/ml fiir eine Stunde bei 55°C verdaut. Das resultierende Pellet wurde in 2x
CVL-Puffer aufgenommen, die gleichen Volumina fiir die verschiedenen PK-
Konzentrationen auf ein SDS-Gel geladen, elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot

analysiert.

3.3 Histologische Methoden

3.3.1 Herstellung der histologischen Priaparate

Die groflere Hélfte des Méusegehirnes wurde flir mindestens 48 Stunden in 4%igem, neutral
gepuffertem Formalin fixiert. Danach wurde jede Gehirnhilfte sagittal in fiinf Scheiben ge-
schnitten, um die fiir das ,,Lesion Profile Scoring* notwendigen Ebenen zu erhalten (Abb.
3.1). Der Schnitt fiir die Ebene 1 liegt an der Fissura prima des Kleinhirns, an welcher der
Umfang des Kleinhirns am grofBten ist. Durch diesen Schnitt erhélt man die Schnittebenen D
und D’. Durch den zweiten Schnitt, der durch die Mitte des vorderen Vierhiigels (Colliculus
superius) fiihrt, trennt man die Gehirnscheibe ab, welche rostral die Ebene C darstellt. Der
dritte Schnitt liegt dorsal ca. 1 mm rostral von der Spitze des Dreiecks, welches die Vierhii-
gelplatte an dieser Stelle bildet, und fiihrt ventral durch die Mitte des Infundibulums, welches
als kleiner brauner Punkt sichtbar ist. Durch diesen Schnitt erhdlt man die Ebene B. Fiir den
vierten Schnitt wird das Gehirn umgedreht und direkt am Chiasma opticum geschnitten, so

dass man am kaudalen Teil der letzten Gehirnscheibe Ebene A erhalt.

Zur Verringerung der Infektiositidt wurden die Proben vor der Einbettung fiir eine Stunde in
98 %ige Ameisensdure gelegt und anschlieend unter flieBendem Leitungswasser 45 Minuten
gespiilt. Die Einbettung erfolgte im Entwéasserungsautomat ASP 300 nach dem Standardpro-
tokoll (s. Kap. 9.2).

Die fiinf Scheiben des Gehirnes und die Milz wurden gemeinsam in ein Paraffinblockchen
eingebettet. Mittels eines Rotationsmikrotoms wurden von den Paraffinblocken 3 um dicke
Schnitte fiir die Immunhistologie und 5 pm dicke Schnitte fiir die Hadmatoxylin-Eosin-
Féarbung (H.-E.-Farbung) auf Super Frost Plus Objekttrager aufgezogen, getrocknet und fiir

mindestens 48 Stunden in einen Warmeschrank mit einer Temperatur von 60°C verbracht.

Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe (s. Kap. 9.2).
Die Schnitte fiir die H.-E.-Farbung wurden anschlieend fiir 2 Minuten in 50 %iges Ethanol
gestellt, die Schnitte fiir die Immunhistologie wurden vorbehandelt. Nach der H.-E.-Fiarbung
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bzw. der Immunhistologie wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (s. Kap.

9.2) differenziert und danach mit Entellan eingedeckt.

Abb. 3.1: Position der Gehirnschnitte, um die fiir das ,,Lesion Profile Scoring notwendigen
Ebenen zu erhalten (links: Ansicht von dorsal, rechts: Ansicht von ventral).

3.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung

Nach der Entparaffinierung der Schnitte wurden die Schnitte fiir 3 Minuten in A. bidest.
inkubiert und dann fiir 10 Minuten in der filtrierten Himatoxylin-Losung gefarbt. Anschlie-
Bend erfolgte die Blauung der Schnitte, indem sie 15 Minuten in Leitungswasser inkubiert
wurden. Nach 2miniitiger Inkubation in 50%igem Ethanol wurden die Schnitte in Eosin fiir
fiinf Minuten gegengefarbt und anschlieend in der aufsteigenden Alkoholreihe (s. Kap.9.2)

entwdssert und mit Entellan eingedeckelt.

3.3.3 Beurteilung der Vakuolisierung (Lesion Profile Scoring)

Zur Bewertung der Gehirnldsionen wurde das zuerst von MOULD et al. (1967) verwendete
und spéter von FRASER und DICKINSON (1968) modifizierte Verfahren, welches auch als
»lesion profile scoring™ bzw. ,,strain typing bezeichnet wird, verwendet. Dabei werden neun
Regionen der grauen Substanz und drei Regionen der weiflen Substanz (Tab. 3.8 und Abb. 3.2
bis 3.7) auf den Grad der Vakuolisierung untersucht. Die Bewertung erfolgt semiquantitativ
nach einem Punkteschema von 0 bis 5 Punkten (Tab. 3.9) fiir die graue Substanz und 0 bis 3
Punkten fiir die weile Substanz. Ein Beispiel fiir jeden Vakuolisierungsgrad ist in Abb.3.2
gezeigt. Neben der Vakuolisierung wurde in der H.E.-Farbung auch das Vorkommen von

Plaques und Nervendegenerationen untersucht.
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Tab. 3.8: Regionen der grauen und weillen Substanz, die fiir das Lasionsprofil untersucht

wurden
Ebene graue Substanz weille Substanz
Kleinhirn und 1 Nucleus vestibularis medialis 1* | Kleinhirn
Medulla oblongata und lateralis
Kleinhirn und 2 Kleinhirnrinde der angrenzen-
Medulla oblongata den Folia bis zum 4. Ventrikel
Mittelhirn 3 Colliculus superior 2* | Decussatio tegmenti dorsalis

und ventralis

Zwischenhirn 4 Hypothalamus 3* | Corpus striatum
Zwischenhirn 5 Thalamus
Zwischenhirn 6 Hippocampus
Endhirn 7 Septum
Zwischenhirn 8 Cortex
Endhirn 9 Cortex

Tab. 3.9: Bewertung der Gehirnldsionen (MOULD et al. 1967, FRASER und DICKINSON
1968)

Score Histologisches Bild

keine Vakuolen

wenige Vakuolen, gleichmaBig verteilt (durchschnittlich 0-4 Vakuolen)

wenige Vakuolen, gleichmaBig verteilt (durchschnittlich 10+6 Vakuolen)

méiBig viele Vakuolen, gleichméBig verteilt (durchschnittlich 40+20 Vakuolen)

viele Vakuolen, aber nur teilweise konfluierend (durchschnittlich 90+40 Vakuolen)

DN~ | W | = O

viele Vakuolen, die aber grofitenteils konfluieren (durchschnittlich 400+200 Vakuolen)

Die Ahnlichkeit von Lisionsprofilen verschiedener TSE-Stimme kann anhand von Clustera-
nalysen dargestellt werden (BRUCE et al. 2002). Dabei werden eine bestimmte Anzahl n von
Objekten, in diesem Fall die verschiedenen Vakuolisierungsgrade in den 12 Gehirnregionen
von jedem TSE-Isolat in jeder Mauslinie, entsprechend ihren Eigenschaften in Gruppen
(Cluster) zusammengefasst, so dass die einzelnen Cluster sowohl mdglichst homogen sind als
auch gut voneinander getrennt werden konnen. Vergleicht man die Lisionsprofile innerhalb
einer Mauslinie, so kommt man auf n = 12. Werden die Lasionsprofile eines Isolates in allen
drei Mauslinien bewertet, so ergibt sich aus 12 Regionen in drei Mauslinien die Anzahl n =
36. Alle Isolate werden anfangs als separate Gruppe betrachtet, nach Berechnung der euklidi-
schen Distanz werden die beiden Gruppen mit dem geringsten Abstand zu einem Cluster
zusammengefasst und erneut die euklidische Distanz aller Gruppen berechnet. Dieser Vor-
gang wird solange wiederholt, bis alle Isolate zu einer Gruppe gehoren. Der Abstand der

verschiedenen Cluster zueinander wird in einem Dendrogramm dargestellt: Je geringer die
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Distanz zweier Isolate auf der Y-Achse ist, umso groBer ist die Ahnlichkeit der Isolate. Die
Clusteranalyse wurde mit dem Softwarepaket SIMFIT der Universitit Manchester durchge-

fithrt (SIMFIT 2006).

Abb. 3.2: Beispiele fiir die Beurteilung der Vakuolisierungsgrade in Gehirnen TSE-
infizierter Miuse auf einer Skala von 0 bis 5 Punkten (MOULD et al. 1967,
FRASER u. DICKINSON 1968) (eigene Abbildung, H.-E.-Féarbung).



Tiere, Material und Methoden 53

Abb. 3.3: Ebene D, Kleinhirn und Medulla oblongata, Maus (Nissl, Abbildung von F.
Junghans). Zahlen und weife Linien geben die Region zur Bestimmung des Lisi-
onsprofils an, weitere Gehirnregionen sind mit Buchstaben gekennzeichnet.

1 Nucleus vestibularis medialis und lateralis, Nucleus eminentiae medianae, Nuclei
tegmenti

2 Kleinhirnrinde der angrenzenden Folia bis zum 4. Ventrikel (Lingula)

1* weille Substanz des Kleinhirns

G Stratum granulare cerebelli

M Stratum medullare cerebelli

K Kleinhirnkerne (Nucleus dentatus, Nucleus emboliformis, Nucleus globosus,
Nucleus fastigii)

Nc Nucleus cochlearis dorsalis und ventralis

Ts Nucleus tractus spinalis nervi trigemini

Fr Formatio reticularis

Ra Raphe

P Pyramide

VI Nucleus originis nervi facialis
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Abb. 3.4: Ebene C, Mittelhirn, Maus (Nissl, Abbildung von F. Junghans). Zahlen und
weille Linien geben die Region zur Bestimmung des Lésionsprofils an, weitere
Gehirnregionen sind mit Buchstaben gekennzeichnet.

3 dorsaler Teil des Colliculus superior

2% Decussatio tegmenti dorsalis und ventralis
Gm Corpus geniculatum mediale

Gce Griseum centrale

F Fasciculus longitudinalis medialis

R Nucleus ruber

N Substantia nigra

I Nucleus interpeduncularis

M Corpus mamillare
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Abb. 3.5:

Ebene B, Zwischenhirn, Maus (Nissl, Abbildung von F. Junghans). Zahlen und
weille Linien geben die Region zur Bestimmung des Lésionsprofils an, weitere
Gehirnregionen sind mit Buchstaben gekennzeichnet.

Hypothalamus
Thalamus, mediale Bereiche

Hippocampus, bestehend aus Gyrus dentatus (GD) und Cornu ammonis (CA1-4),
s. Abb.3.5

Gebiet der GroBhirnrinde dorsal des Corpus callosum
Capsula interna

Corpus callosum

Corpus geniculatum laterale

Thalamus, laterale Bereiche

Zona incerta

Abb. 3.6: Ausschnitt Ebene B, Hippocampus mit den
Bereichen des Cornu ammonis (CAl1-4) und Gyrus
dentatus (GD), Maus (Nissl, Abbildung von F. Jung-
hans).
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Abb. 3.7: Ebene A, Endhirn, Maus (Nissl, Abbildung von F. Junghans). Zahlen und weil3e
Linien geben die Region zur Bestimmung des Lasionsprofils an, weitere Gehirn-
regionen sind mit Buchstaben gekennzeichnet.

7 Septum

9 Gebiet der GroBhirnrinde dorsal des Corpus callosum
Nca/P Nucleus caudatus, Putamen

Np Nuclei praeoptici

3.3.4 Immunbhistologische Methoden

In Abhédngigkeit vom verwendeten Antikorper wurden verschiedene Vorbehandlungen zur
Demaskierung der Epitope verwendet. Nach der Entparaffinierung der Schnitte in der abstei-
genden Alkoholreihe wurde als erste Vorbehandlung eine 15 miniitige Inkubation in 100 %i-
ger Ameisensdure durchgefiihrt. Unter flieBendem Leitungswasser wurden die Schnitte da-
nach fiir fiinf Minuten gespiilt, fiinf Minuten im PK-Puffer inkubiert und anschlieBend fiir 15
Minuten im Wasserbad bei 37°C und einer PK-Konzentration von 4 pg/ml verdaut. Sofort
danach erfolgte ein hydrolytisches Autoklavieren im Dampfkochtopf in A. bidest. bei 121°C
fiir 15 Minuten. Die Schnitte fiir die GFAP-Farbung wurden nicht mit PK verdaut und anstel-
le von A. bidest. in 0,1 M Citratpuffer gekocht. Dann fiigte man die Objekttriger mit einem
Tropfen TBS in Coverplates® ein und spiilte einmal mit TBS. 100 pl des Primérantikdrpers,
der in TBS mit 10 % Ziegenserum und 0,03 % Natriumazid verdiinnt wurde (s. Tab. 9.1.2),
wurde in die Coverplates® eingebracht und die Schnitte iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach
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dreimaligem Spiilen mit TBS inkubierten die Schnitte fiir 30 Minuten im 2. Antikorper (bioti-
nylierter Ziege anti Maus bzw. anti Kaninchen s. Tab. 9.1.2, Verdiinnung 1:200 bzw. 1:100
fiir die GFAP-Férbung), der ebenfalls in TBS mit 10 % Ziegenserum und 0,03 % Natriumazid
verdiinnt wurde. In der Zwischenzeit wurde der Avidin-Biotin-Komplex (ABC) angesetzt, da
dieser 30 Minuten vor dem Auftragen priinkubieren mufl. Pro ml TBS wurden 20 ul der
Losungen A und B zugegeben. Die ABC-Losung wurde nach dem Spiilen der Schnitte aufge-
tragen und fiir 30 Minuten inkubiert. Dann wurden die Schnitte erneut mit TBS gespiilt, aus
den Coverplates® herausgenommen und in eine Kiivette gestellt, wo sie fiir 10 Minuten in der
DAB-Ldsung inkubierten. Nach dreimaligem Spiilen in TBS und kurzem Spiilen in A. bidest.
wurden die Schnitte 10 Minuten in Hamatoxylin gegengeféarbt, 15 Minuten unter flieBendem
Leitungswasser geblaut, anschlieBend in der aufsteigenden Alkoholreihe (s. Kap. 9.2) entwis-

sert und mit Entellan eingedeckelt.

Fiir die Immunhistologie wurde im allgemeinen Diaminobenzidin (DAB, braun) verwendet,
fiir eine Doppelfarbung wurde auBBerdem noch Vector-VIP-Substrat (VIP, violett) verwendet.
Dabei wurde nach der Inkubation mit dem ABC-Komplex anstelle der DAB-Lésung 100 pl
der VIP-Losung auf die Schnitte aufgetragen und fiir 10 Minuten inkubiert. Die VIP-Losung

wurde wie folgt angesetzt:
Losung 1,4 30 pl pro ml PBS,
Losung 2,3 20 pl pro ml PBS.

Als Kontrollen wurden bei jeder immunhistologischen Firbung eine PrP**-positive und eine
PrP%-negative Maus mitgefiihrt, die einmal mit und einmal ohne ersten Antikorper inkubiert

wurden.

3.3.5 Beurteilung der immunhistologischen Priparate

Die Untersuchung der Prédparate erfolgte an einem Lichtmikroskop unter Verwendung von

2,5%, 10x, 20x und 40x Objektiven.

Bei der PrP*-Firbung wurde das Vorkommen, die Lokalisation und der Grad der PrP*-
Ablagerungen beurteilt. Mduse, welche mit einem klassischen Scrapieisolat inokuliert worden
waren und die im Western Blot ein schwaches oder negatives Signal zeigten, wurden in der
Immunhistologie auf PrP* untersucht. Pro untersuchtem klassischem Scrapieisolat und Maus-
linie wurden die PrP**-Firbung jedoch an mindestens sechs Mausen durchgefiihrt. Bei den
atypischen Scrapieisolaten wurden alle Méuse, bei denen ein Teil des Gehirns in Formalin

fixiert worden war, in der Immunhistologie auf PrP untersucht. Da PrP% auch schon vor
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dem Auftreten von Vakuolen zu finden sein kann und TSE-bedingte Vakuolen nie ohne
gleichzeitige PrP*-Ablagerungen zu finden sind, dient diese Farbung gleichzeitig zum Aus-

schluss des alleinigen Auftretens von altersbedingten Vakuolen.

Bei der GFAP-Farbung wird fibrillires saures Gliaprotein (GFAP) markiert und dient der
Identifizierung von Astrozyten und astrozytéren Zellen. GFAP ist ein intrazytoplasmatisches
Filamentprotein, welches als Teil des Zellgeriistes in Astrozyten exprimiert wird. Mit Hilfe
dieser Farbung kann eine gesteigerte Proliferation von Astrozyten (Gliose) nachgewiesen

werden. Als Kontrolle dienten gleichalte, uninfizierte Méuse.

3.4 Erhaltene Dienstleistungen

3.4.1 Schnellteste, Diagnostik

Die Ergebnisse der Schnellteste (BioRad Platelia, Prionics Check LIA, Prionics Check Wes-
tern Blot, Enfer TSE test) sowie die Ergebnisse in der Immunhistologie und im O.L.LE. Wes-
tern Blot wurden im Rahmen der Routinediagnostik am FLI bei den Scrapieisolaten (s. Tab.
3.2 und 3.4) ermittelt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden sie den entsprechenden Scrapie-

isolaten im Kapitel 3.1.1 zugeordnet.

3.4.2 Genotypen, Alter, Rasse und Todesart der Scrapieisolate

Die Genotypen der Scrapieisolate sowie die Angaben iiber Alter, Rasse und Todesart der
einzelnen Scrapiefille (s. Tabellen 3.1, 3.2 und 3.3) wurden vom Institut fiir Tierzucht und
Genetik der Justus-Liebig-Universitit GieBen zur Verfiigung gestellt. Zur besseren Ubersicht-

lichkeit wurden sie den entsprechenden Scrapieisolaten im Kapitel 3.1.1 zugeordnet.

3.4.3 Kontrollen

Zur Vermeidung und Reduktion von Tierversuchen wurden bei den Positivkontrollen (Scra-
pie, BSE Hoxter) und Negativkontrollen (isotonische Kochsalzlosung, negatives Schafsge-
hirn) in den RIII-, VMO95- und C57Bl16-Méusen auf die im Rahmen einer Dissertation in der
Arbeitsgruppe am FLI (JUNGHANS 2004) durchgefiihrten Versuche zuriickgegriffen (Tab.
3.10).

Das Gehirn des PrPSC-negativen Schafes stammte vom Schlachthof Teterow. Das Schaf hatte
den Genotyp ARQ/ARQ. Im O.L.E. Western Blot konnte bei diesem Schaf kein PrP*® nach-

gewiesen werden.

Bei dem BSE-Isolat Hoxter handelte es sich um ein Rind der Rasse Galloway, das 1990 aus

dem Vereinigten Konigreich nach Deutschland importiert worden war. Die Kuh war am
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29.3.1989 geboren und verendete am 27.12.1996 im Landkreis Hoxter (Nordrhein-
Westfalen). Im Januar 1997 wurde das Gehirn dieses Rindes im Rahmen des damaligen Mo-
nitoring-Verfahrens an der BFAV in Tiibingen im O.LLE. Western Blot untersucht und es

konnte eindeutig PrP* nachgewiesen werden.

Tab. 3.10: Ubersicht iiber die Inokulationen der Kontrollen in RIII-, VM95- und C57B16-

Maéusen
Inokulat Mauslinie c Medi- | 70°C, | i.c. Lp.
RIII VM95 | C57BI6 | (%) um 10 min | (pl) (ul)
Schaf negativ 9 10 9 10 NaCl nein 20 100
NaCl 9 9 7 - NaCl nein 20 100
BSE Hoxter 10 10 9 10 NaCl nein 20 100
11 11 10 10 MEM | nein 20 100
c Konzentration i.c. intracerebral ip. intraperitoneal

MEM  Minimum Essential Medium
Bei der BSE-Kontrolle wurde jeweils ein Inokulat mit MEM und eines mit Kochsalzldsung
hergestellt. Aufgrund der geringen Abweichungen zwischen den beiden Gruppen wurde auf

eine separate Darstellung der beiden Inokulationsgruppen verzichtet.

Die Ubertragungsraten und Inkubationszeiten sind zur besseren Vergleichbarkeit bei den
Ergebnissen dargestellt. Die histologischen und proteinbiochemischen Untersuchungen wur-
den zum Nachweis der Reproduzierbarkeit und zum Ausgleich methodisch bedingter Abwei-

chungen erneut durchgefiihrt.

Aus der Arbeitsgruppe am FLI wurden weiterhin zwei Positivkontrollen fiir die Tgshp-Mause

zur Verfiligung gestellt (Tab. 3.11).

Tab. 3.11: Erstinfektion von Tgshp-Miusen mit einem Isolat oviner BSE und Subpassage
des BBP12/92 in Tgshp-Mausen

Inokulat Mauslinie c Medium | 70°C, i.c. ip.
Tgshp XI | Tgshp IX | (%) 10 min | (ub) (ul)
BSE Schaf 8 - 10 NaCl nein 30 -
BBP12/92 in Tgshp IX | - 7 10 NaCl nein 30 -
c Konzentration i.c. intracerebral i.p. intraperitoneal

Die Ubertragungsraten und Inkubationszeiten sind zur besseren Vergleichbarkeit bei den

Ergebnissen dargestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Charakterisierung klassischer Scrapieisolate

4.1.1 Charakterisierung klassischer Scrapieisolate am Schaf (FLI-Test)

36 klassische Scrapie-Feldisolate, ein BSE-Isolat aus dem Rind R128/04, die BSE-
Positivkontrolle fiir die Bestdtigungsuntersuchungen (ein Gemisch aus mehreren BSE-
positiven Hirnstammproben, kurz: ,BSE-Pool’) und ein Isolat oviner BSE wurden im FLI-
Test untersucht. Dazu wurden die Glykosylierungsverhiltnisse, die Molekularmasse und das

Antikorperbindungsverhéltnis bestimmt (Tab. 9.3.1).

4.1.1.1 Glykosylierungsverhiltnisse

Die Glykosylierungsverhiltnisse fiir die einzelnen Isolate sind in Abb. 4.1 dargestellt. Der
Anteil der diglykosylierten PrP*-Bande am Gesamtsignal des PrP*® im Western Blot war bei
den bovinen und ovinen BSE-Isolaten deutlich hoher als bei den meisten der untersuchten
Scrapieisolate. Das Verhiltnis der diglykosylierten zur monoglykosylierten PrP*-Bande lag
bei dem ovinen BSE-Isolat bei 55:32% und bei dem bovinen BSE-Isolat bei 53:32%. Dage-
gen lag der Anteil der diglykosylierten PrP*-Bande bei 32 der untersuchten Scrapieisolate
zwischen 38 und 48% und der Anteil der monoglykosylierten PrP*-Bande zwischen 32 und
37%. Nur ein Scrapieisolat, S 32/02, zeigte mit 51% einen sehr hohen Anteil an diglykosylier-
tem PrP®. Bei drei Scrapieisolaten lagen die Signalstirken fiir die Glykosylierungsverhltnis-
se unterhalb des linearen Bereichs am VersaDoc Imaging System, so dass bei ihnen die Gly-

kosylierungsverhéltnisse nicht bestimmt werden konnten.
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Abb. 4.1: Dreiecksdiagramm der Glykosylierungsverhiltnisse des PrP> von 33 klassischen
Scrapieisolaten, zwei BSE-Isolaten und einem Isolat oviner BSE. Der prozentuale
Anteil der diglykosylierten PrP**-Bande ist auf der linken Achse, der prozentuale
Anteil der monoglykosylierten PrP*-Bande ist auf der rechten Achse und der
prozentuale Anteil der unglykosylierten PrP*-Bande auf der horizontalen Achse
angegeben.

4.1.1.2 Molekulare Masse

Die Molekularmasse aller untersuchten Isolate ist in den Abb. 4.2 und 4.3 dargestellt. Bei
allen 36 untersuchten Scrapieisolaten war die Molekularmasse der unglykosylierten PrP-
Bande hoher als bei den Isolaten boviner und oviner BSE. Die Molekularmasse der unglyko-
sylierten PrP%-Bande betrug 17,5 kDa bei dem bovinen BSE-Isolat und 17,4 kDa bei dem
ovinen BSE-Isolat. Im Gegensatz dazu lag die molekulare Masse bei allen untersuchten Scra-

pieisolaten zwischen 17,8 und 19,3 kDa.
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4.1.1.3 Antikorperbindungsverhiltnis

Der MAK P

4 detektiert im Western Blot bovine BSE nicht und ovine BSE nur sehr schwach.

Im Gegensatz dazu erkennt er PrP*° von Scrapie oft sogar noch stirker als der MAK L42

(Abb.4.2).

P4

" 23.0kDa
~ 21.5kDa
20.3 kDa

19.2 kDa

18.0 kDa

17.1 kDa

16.2 kDa

. 215 kDa
. 18.0 kDa

Abb. 4.2:

Vergleich der Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande und der Anti-
korperbindung von MAK L42 und MAK P4 bei einem BSE-Isolat (R 128/04),
einem Isolat oviner BSE und dem klassischen Scrapieisolat S 33/02 (Western
Blot, Antikorper L42 bzw. P4, Marker: Histidin- bzw. P4-markierter FLI-
Marker).

Das Antikorperbindungsverhiltnis von MAK P4 zu MAK L42 im Western Blot war bei dem

bovinen BSE-Isolat und bei dem ovinen BSE-Isolat niedriger als bei allen untersuchten Scra-

pieisolaten (

Abb. 4.4). Der Wert fiir die bovine BSE betrug 0,1, fiir die ovine BSE 0,2. Bei 33

der untersuchten Scrapieisolate lag der Wert fiir das Antikorperbindungsverhéltnis zwischen

0,8 und 2,0.

Die Scrapieisolate S 23/02 und S 45/04 zeigten einen sehr hohen Wert fiir das

Antikorperbindungsverhéltnis mit 3,3 und 2,4. Das Antikorperbindungsverhéltnis fiir das

Scrapieisolat S 5/02 betrug dagegen 0,4.
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4.1.2 Charakterisierung klassischer Scrapieisolate in der Maus

4.1.2.1 Kontrollen

Bei den Negativkontrollen in den RIII-, VM95- und C75B16-Méusen wurde auf die im Rah-
men einer vorangegangenen Dissertation am FLI durchgefiihrten Versuche (JUNGHANS
2004) zuriickgegriffen. Keine dieser mit NaCl oder negativem Schafsgehirn inokulierten
Maiuse zeigte klinische Symptome und es konnte bei diesen Méusen weder in der Immunhis-
tologie noch im Western Blot PrP* nachgewiesen werden. Als Negativkontrollen wurden
auBlerdem Tgshp-Miuse mit NaCl und negativem Schafsgehirn inokuliert. Auch in diesen
beiden Gruppen zeigte keine Maus klinische Symptome und es konnte bei keiner der Mause

in der Immunhistologie oder im Western Blot Prp%° nachgewiesen werden (Tab. 9.3.2).

Bei den Positivkontrollen in den RIII-, VM95- und C75Bl16-Méusen wurde auf die im Rah-
men einer vorangegangenen Dissertation am FLI durchgefiihrten Versuche (JUNGHANS
2004) zuriickgegriffen. Da von dem fiir diese Versuche verwendeten Rind (,BSE Hoxter’)
kein Material mehr zur Verfiigung stand, wurde bei den Tgshp-Mausen ein Gemisch aus
britischen BSE-positiven Hirnstimmen (,BBP12/92°) verwendet. Fiir die Etablierung des
Langzeit-PK-Verdaus und der Untersuchungen zum Antikérperbindungsverhalten in den
Tgshp-Méusen wurden neben ,BBP12/92° drei weitere BSE-Isolate und ein Scrapieisolat als
Positivkontrollen verwendet. Das Material aus den Infektionsversuchen ,,Ovine BSE in Tgshp
XI*“ und ,,BBP12/92 in Tgshp IX*“ wurde aus der Arbeitsgruppe am FLI zur Verfiigung ge-
stellt.

4.1.2.2 Ubertragungsraten und Inkubationszeiten

Die Inkubationszeiten aller mit klassischen Scrapieisolaten inokulierten Mauslinien sind in
Abb. 4.5 und Tab. 9.3.3 dargestellt. Die Inkubationszeit war bei allen Isolaten in den Tgshp-
Miusen am kiirzesten. Die kiirzesten Inkubationszeiten wurden mit 150 Tagen nach Ubertra-
gung des Isolats S 5/02 und mit 180 Tagen nach Ubertragung der Isolate S 13/02 und S 33/02
beobachtet. Darauf folgt das Isolat S 32/02 mit 245 Tagen Inkubationszeit und die drei Isolate
S 17/02, S 29/02 und BSE BBP12/92 mit etwa 300 Tagen. Lediglich das Isolat S 30/02 wies
in den Tgshp-Méausen mit 500 Tagen eine sehr lange Inkubationszeit auf, die nur geringfiigig
kiirzer als in den RIII-Mé&usen war. Die Inkubationszeiten in den RIII-M&usen lagen zwischen
300 und 540 Tagen, in den VM95-Miusen zwischen 390 und 630 Tagen und bei den vier
Isolaten, welche in C57Bl6-Maiuse inokuliert worden waren, lagen die Inkubationszeiten
zwischen 400 und 600 Tagen. Auffillig waren die sehr kurzen Inkubationszeiten des Isolates

S 13/02 und die langen Inkubationszeiten des Isolates S 30/02 in allen Mauslinien.
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Abb. 4.5: Mittlere Inkubationszeiten der mit BSE und klassischen Scrapieisolaten inoku-
lierten Mauslinien Tgshp, RIII, VM95 und C57Bl6. Die Langsbalken geben den
Standardfehler an.

Der Standardfehler der Inkubationszeiten lag bei den Tgshp-Méusen bei vier Isolaten und bei
den RIII-Mausen bei sechs Isolaten in der Erstpassage deutlich unter 10 %, bei den VM95-
und C57Bl6-Maéusen betraf es nur zwei Isolate (Abb. 4.5 und Tab. 9.3.3). Auffillig war der
geringe Standardfehler der Inkubationszeiten mit 4 bis 5 % bei dem Isolat S 3/02 in allen

inokulierten Wildtypmauslinien.
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Abb. 4.6: Ubertragungsraten der mit BSE und klassischen Scrapieisolaten inokulierten
Mauslinien Tgshp, RIII, VM95 und C57BIl6.
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Die Ubertragungsraten lagen bei allen Isolaten in allen Mauslinien bis auf zwei Ausnahmen
zwischen 70 und 100 % (Abb. 4.6 und Tab. 9.3.3). Das Isolat S 3/02 zeigte in allen Mausli-
nien eine Ubertragungsrate von 100 %. Bei dem Isolat S 30/02 traten in allen Mauslinien sehr
geringe Ubertragungsraten zwischen 30 und 60 % auf. Auch das BSE-Isolat zeigte in den

Wildtypmauslinien geringe Ubertragungsraten und sehr lange Inkubationszeiten.

In fast allen Mauslinien wurden vereinzelt Tiere mit klinischen Symptomen beobachtet, bei
denen der PrP*-Nachweis negativ war (Tab. 9.3.3). Bei dem Isolat S 30/02 traten bei 12 von
14 inokulierten Tgshp-Mausen klinische Symptome auf, nur bei fiinf Tieren konnte jedoch
PrP® nachgewiesen werden. Auffillig war dabei, dass die Tiere mit klinischen Symptomen
ohne nachweisbares PrP* Inkubationszeiten von 216 bis 262 Tagen aufwiesen, die Tiere mit
klinischen Symptomen und PrP*-Nachweis jedoch deutlich lingere Inkubationszeiten mit
419 bis 611 Tagen zeigten. Andererseits gab es auch Tiere, die aufgrund anderer Ursachen
cuthanasiert wurden, ohne klinische Symptome zu zeigen, bei denen der PrP**-Nachweis

jedoch gelang.

Die Differenz der mittleren Inkubationszeiten von RIII- zu C57B16-Miusen wurde im Rah-
men dieser Arbeit exemplarisch anhand der Isolate BSE Hoxter, S 3/02, S 17/02 und S 30/02
ermittelt. Das BSE-Isolat zeigte eine Differenz von etwa 70 Tagen zwischen den Inkubations-
zeiten von RIII- zu C57B16-Mausen (Abb. 4.7). Die VM95-Maduse zeigten die ldngste Inkuba-
tionszeit. Bei den Isolaten S 3/02 und S 17/02 reagierten die beiden Mauslinien RIII und
C57Bl6 mit kiirzeren Inkubationszeiten als die Mauslinie VM95. Der Abstand der Inkubati-
onszeiten von RIII- zu C57B16-Maiusen betrug 5 bzw. 12 Tage, der Abstand zu den VM95-
Maiusen etwa 90 Tage. Die Inkubationszeit der VM95-Méduse bei dem Isolat S 30/02 lag
zwischen den Inkubationszeiten der RIII- und der C57Bl6-Méuse.

® C57Bl6 O RIIl X VM

BSE o l*

S 3/02 « *

. Abb. 4.7: Differenz der Inkubationszeiten von
S 17/02 e . RIII- und VM95-Miusen zu der Inkubationszeit
der C57Bl6-Méuse. Das BSE-Isolat zeigt den
typischen Abstand von 70 Tagen zwischen RIII-

S 30/02 = und C57Bl6-Maiusen. Das BSE-Isolat, die Isolate
1 S 3/02 und S 17/02 reagieren sinc-homolog, d.h.
R 8 %I © & 8 g| die Inkubationszeiten der sinc-Mauslinien RIII

und C57B16 sind kirzer als die Inkubationszeit
Tage der VM95-Miuse.
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4.1.2.3 Proteinbiochemische Charakterisierung

Fiir die Stammdifferenzierung mittels proteinbiochemischer Untersuchung wurden die Ge-
hirne der RIII- und Tgshp-Méuse genutzt. Da die RIII-Mé&use im Western Blot stirkere Signa-
le als die Tgshp-Maiuse zeigten, wurden die proteinbiochemischen Untersuchungen bei den
RIII-Méusen nach einfachem PK-Verdau, bei den Tgshp-Méusen nach Anreicherung mittels
PTA-Féllung durchgefiihrt. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen sind in den
Tab. 9.3.5 und 9.3.6 zusammenfassend dargestellt.

Molekularmasse Die Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande lag bei mit sieben
klassischen Scrapieisolaten infizierten RIII-Mausen zwischen 18,8 und 19,2 kDa und bei mit
fiinf klassischen Scrapieisolaten und dem Scrapiestamm Chandler inokulierten Tgshp-Méusen
zwischen 18,7 und 19,3 kDa (Abb. 4.8 und 4.9, Tab. 9.3.5 und 9.3.6). Bei den mit BSE Hox-
ter inokulierten Miusen betrug die Molekularmasse der unglykosylierten PrP**-Bande 18,5
kDa bei den RIII- und 18,1 kDa bei den Tgshp-Mausen, bei den mit BSE BBP12/92 inoku-
lierten Tgshp-Mausen 18,3 kDa. Die Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande war
bei BSE somit in beiden Mauslinien niedriger als bei den inokulierten klassischen Scrapieiso-
laten. Aufféllig war weiterhin, dass innerhalb der Scrapieisolate, auch wenn sie aus demsel-

ben Ausbruch stammten, Unterschiede in der Molekularmasse auftraten.

Molekularmasse RIlI
20,0
é 19,5
g 19,0 i :
é - 3 s 3 3
1
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K
[]
2 18,0
17,5 ‘ ‘ ‘ ‘ : : :
BSE S3/02 S5/02 S13/02 S17/02 S29/02 S32/02 S 33/02
Hoxter

Abb. 4.8: Vergleichende Darstellung der Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-
Bande von mit BSE Hoxter bzw. verschiedenen klassischen Scrapieisolaten ino-
kulierten RIII-Mé&usen (Mittelwerte unter Angabe des Standardfehlers).
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Abb. 4.9: Vergleichende Darstellung der Molekularmasse der unglykosylierten PrPc-
Bande von mit BSE Hoxter, BSE BBP12/92 bzw. verschiedenen klassischen
Scrapieisolaten inokulierten Tgshp-Mausen (Mittelwerte unter Angabe des Stan-
dardfehlers).

Glykosylierungsverhiltnis Der Anteil der diglykosylierten PrP*-Bande war bei den mit
BSE Hoxter inokulierten RIII-Mausen mit 52,6 % deutlich hoher als bei allen mit sieben
klassischen Scrapieisolaten inokulierten RIII-Mé&usen (Abb. 4.10 und Tab. 9.3.5), bei denen
der Anteil der diglykosylierten PrP**-Bande zwischen 41,5 und 46,4 % variierte.

Bei den Tgshp-Méusen war diese Abstufung jedoch nur graduell: Neben den beiden BSE-
Isolaten BSE Hoxter und BSE BBP12/92 zeigten auch die drei Scrapieisolate S 5/02, S 13/02
und S 32/02 eine Dominanz der diglykosylierten PrP*-Bande mit mehr als 50 % (Abb. 4.10
und Tab. 9.3.6). Der Anteil der diglykosylierten PrP*°-Bande war bei den beiden BSE-
Isolaten mit 55,3 bzw. 57,3 % geringfiigig hoher als bei den drei genannten Scrapieisolaten.
Bei den beiden Scrapieisolaten S 17/02 und S 29/02 betrug der Anteil der diglykosylierten
PrP%°-Bande 44,7 % bzw. 45,8 %. Der Scrapie-Stamm Chandler war das einzige Isolat, bei
dem der Anteil der monoglykosylierten Bande mit 39,9 % groBer als der Anteil der diglyko-
sylierten PrP**-Bande mit 32,0 % war.
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Abb. 4.10: Dreiecksdiagramm zur vergleichenden Darstellung der Glykosylierungsverhélt-
nisse von mit BSE bzw. verschiedenen klassischen Scrapieisolaten inokulierten
RIII-Méusen (obere Abb.) und Tgshp-Mausen (untere Abb.). Auf der linken Ach-
se ist der Anteil der diglykosylierten PrP*-Bande, auf der rechten Achse der An-
teil der monoglykosylierten und auf der unteren Achse der Anteil der unglykosy-
lierten PrP%*-Bande am Gesamtsignal im Western Blot dargestellt.
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Antikorperbindungsverhiiltnis Die Proben aller mit sieben klassischen Scrapieisolaten und
dem BSE-Isolat inokulierten RIII-Mause wurden vom PAK Ral0 erkannt. Die MAKs SAF32
und 3B5 detektierten jedoch nur die Proben der mit klassischen Scrapieisolaten inokulierten
RIII-Méuse, nicht jedoch die der mit dem BSE-Isolat inokulierten Méuse (Abb. 4.11 und Tab.
9.3.5).
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Abb. 4.11: Darstellung des Antikorperbindungsverhaltens der Antikorper SAF32 und 3BS,
die im Bereich der PK-Schnittstelle binden, im Gegensatz zum Antikoérper Ral0
bei mit BSE Hoxter und verschiedenen Scrapieisolaten inokulierten RIII-M&usen.
Die Scrapieisolate Chandler und Me7, welche als Kontrollen verwendet wurden,
wurden in C57Bl6-Mausen vermehrt (Western Blot, PAK Ral0, MAK SAF32,
MAK 3B5; Marker: Histidin-markierter FLI-Marker: 23,0 — 21,5 — 20,3 — 19,2 —
18,0 —-17,1 - 16,2 kDa Grdf3e).
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Bei den Tgshp-Méusen wurden die Proben von den drei BSE-Isolaten, dem Isolat oviner
BSE, dem Scrapie-Stamm Chandler und den sechs klassischen Scrapieisolaten vom MAK
L42 erkannt (Abb. 4.12 und Tab. 9.3.6). Der MAK P4 detektierte eindeutig die Proben der
mit dem Scrapie-Stamm Chandler und den Isolaten S 13/02, S 17/02, S 29/02, S 32/02 und S
33/02 inokulierten Tgshp-Mause, das Antikorperbindungsverhiltnis von MAK P4/L42 lag
zwischen 0,8 und 1,4 (Abb. 4.13 und Tab 9.3.6). Die Proben der drei BSE-Isolate, dem Isolat
oviner BSE und dem Scrapieisolat S 5/02 wurden vom MAK P4 nur sehr schwach detektiert,
das Antikorperbindungsverhiltnis lag bei 0,2 bzw. 0,3 bei S 5/02.
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Abb. 4.12: Darstellung des Antikorperbindungsverhaltens des Antikorpers P4, der im Be-
reich der PK-Schnittstelle bindet, im Gegensatz zum Antikorper L42 bei mit ver-
schiedenen BSE- und Scrapieisolaten inokulierten Tgshp-Madusen (Western Blot,
MAK L42, MAK P4; Marker: Histidin-markierter FLI-Marker: 23,0 — 21,5 —
20,3-19,2-18,0—- 17,1 - 16,2 kDa Grof3e).
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Abb. 4.13: Vergleichende Darstellung des Antikdrperbindungsverhiltnisses MAK P4/1.42
von mit unterschiedlichen BSE-Isolaten bzw. verschiedenen klassischen Scrapiei-
solaten inokulierten Tgshp-Mausen (Mittelwerte aus zwei Gelldufen).
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Langzeit-Proteinase K-Verdau In den Proben der RIII-Méuse zeigte das BSE-Isolat nach 48
Stunden eine deutliche Reduktion der Signalintensitit auf 10 % im Gegensatz zu den sieben
inokulierten klassischen Scrapieisolaten, welche nach 48 Stunden noch eine Signalintensitét
von 67 bis 86 % aufwiesen (Abb. 4.14 und Tab. 9.3.5). Anhand der Proben der RIII-Méuse
war die Differenzierung vom BSE- zum Scrapie-Erreger mittels des Langzeit-PK-Verdaus

eindeutig moglich.
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Abb. 4.14: Vergleichende Darstellung der Stabilitit des PrP* von mit BSE Hoxter bzw.
verschiedenen klassischen Scrapieisolaten inokulierten RIII-Méausen. Im Dia-
gramm wird der prozentuale Anteil (Y-Achse) der Signalstirke im Western Blot
nach 6, 24 und 48 h (X-Achse) am Gesamtsignal nach einer Stunde PK-Verdau
angegeben (Mittelwerte aus 4 Gelldufen, auf die Darstellung des Standardfehlers
wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet).

Bei den Tgshp-M4iusen trat ein davon verschiedenes Verhalten auf: Wéhrend bei dem Scra-
piestamm Chandler und den Isolaten S 5/02, S 13/02 und S 32/02 eine Verminderung der
Signalintensitét auf 15 bis 26 % der Ausgangssignalstirke zu erkennen war, trat bei den zwei
Scrapieisolaten S 17/02 und S 29/02 eine Verminderung auf 65 bzw. 67 % der Ausgangssig-
nalstdrke auf (Abb. 4.15, 4.16 und Tab. 9.3.6). Bei drei untersuchten BSE-Isolaten lag das
Restsignal bei 76 bis 77 % und bei dem Isolat oviner BSE bei 70 %. Somit scheint anhand des
Langzeit-PK-Verdau bei den Tgshp-Mausen keine Unterscheidung zwischen BSE und Scra-
pie moglich zu sein. Auffillig war weiterhin, dass die drei Isolate S 13/02, S 17/02 und S
29/02 aus einem Ausbruch (Giistrow, Mecklenburg Vorpommern) stammten und trotzdem ein
voneinander abweichendes Verhalten bei dem Langzeit-PK-Verdau in den Tgshp-Miusen

zeigten.
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Abb. 4.15: Vergleichende Darstellung der Stabilitit des PrP*® von mit verschiedenen BSE-
Isolaten und verschiedenen klassischen Scrapieisolaten inokulierten Tgshp-
Mausen. Im Diagramm wird der prozentuale Anteil (Y-Achse) der Signalstéirke
im Western Blot nach 6, 24 und 48 h (X-Achse) am Gesamtsignal nach einer
Stunde PK-Verdau angegeben (Mittelwerte aus 4 Gelldufen, auf die Darstellung
des Standardfehlers wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet).

BSE Hoxter S 5/02 S 29/02

RINI
g it
~

lh 6h 24h 483 lh 6bh 24 48h lh 6bh 242 48h

- g8 MR

-
lh 6b 24b 482 lh 6h 24b 48h lh 6h 24h 4th

Abb. 4.16: Darstellung der Stabilitit des PrP*° nach PK-Verdau von mit BSE Hoxter und den
klassischen Scrapieisolaten S 5/02 und S 29/02 inokulierten RIII- und Tgshp-
Maiusen nach Inkubationszeiten von 1, 6, 24 und 48 h. Wihrend bei den RIII-
Mausen durch die deutliche Reduktion der Signalstirke bei BSE im Gegensatz zu
den klassischen Scrapieisolaten eine Differenzierung zwischen BSE und Scrapie
moglich ist, zeigt sich das PrP* von BSE bei den Tgshp-Miusen sehr stabil. Bei
den klassischen Scrapieisolaten kam es bei den Tgshp-Méusen entweder zu einer
deutlichen Reduktion der Signalstirke auf 15 bis 25 % (S 5/02) oder zu einer
Reduktion auf etwa 65 % der Signalstirke, wie es bei S 29/02 der Fall war (Wes-
tern Blot, PAK Ral0 (RIII-Mause) bzw. MAK L42 (Tgshp-M4iuse)).
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4.1.2.4 Histopathologische und immunhistochemische Charakterisierung

Aufgrund der Komplexitdt der erhaltenen Ergebnisse werden die histopathologischen und
immunhistochemischen Befunde zuerst fiir jedes Isolat einzeln und danach alle Ergebnisse fiir
die klassischen Scrapieisolate vergleichend dargestellt. Der Vakuolisierungsgrad wird anhand

der Lisionsprofile sowie in den Tabellen 9.3.7, 9.3.8 und 9.3.9 beschrieben.

Negativkontrollen Bei Wildtypmiusen treten ab einem Alter von etwa zwei Jahren soge-
nannte Altersvakuolen auf. Sie konnen als grofle, unregelméfige Vakuolen in der weillen
Substanz vom Kleinhirn oder seltener in der Decussatio tegmenti oder als kleine, kreisrunde
Vakuolen, die liber alle Ebenen gleichméBig verteilt sind, in Erscheinung treten. Bei den mit
NaCl oder negativem Schafsgehirn inokulierten Tgshp-Méausen fanden sich diese Vakuolen
schon bei Mdusen ab einem Alter von 300 bis 400 Tagen (Abb. 9.52, 9.54). Die Gliose aller
euthanasierten Kontrolltiere diente als altersspezifische Kontrolle (Abb. 9.47).

Positivkontrollen Die mit ,BSE Hoxter’ (RIII-, VM95-Maiuse) bzw. ,BBP12/92° (Tgshp-
Mause) infizierten Mauslinien wiesen eine geringe bis miBige Vakuolisierung auf. Die Lisi-
onsprofile der Einzeltiere waren bei den RIII- und VM95-Méusen sehr homogen, bei den

Tgshp-Méusen kamen in einzelnen Regionen Abweichungen von bis zu vier Punkten vor.

Das Lasionsprofil der RIII-Méuse zeigte die Maxima der Vakuolisierung in den Kerngebieten
der dorsalen Medulla, im Thalamus und im Septum (Abb. 4.17). Daneben war eine deutliche
Vakuolisierung in der Granularschicht des Kleinhirns, im Nucleus ruber und in der Substantia
nigra sowie in den lateralen Gebicten des Thalamus nachweisbar. Die stirksten PrP*°-
Ablagerungen waren granuldr in der Medulla, dorsal im Hypothalamus, im Septum sowie

zellular in den Nuclei vestibulares darstellbar.

Bei den VM95-Maiusen lagen die Maxima der Vakuolisierung in der Medulla oblongata, im
Thalamus und im Septum. Eine deutliche Vakuolisierung fand sich weiterhin in der Substan-
tia nigra und im Nucleus interpeduncularis. Das PrP**-Ablagerungsmuster stellte sich vorwie-
gend granuldr dar und betraf Medulla, Hypothalamus und Thalamus sowie deren lateralen

Kerngebiete als auch das Septum.

Die dorsalen Kerngebiete der Medulla waren bei den Tgshp-Mausen am stirksten vakuoli-
siert, daneben aber auch Hypothalamus und Septum. Die Vakuolisierung trat dabei oft lokal
begrenzt auf. In der Medulla waren auch Formatio reticularis und die Raphe deutlich vakuoli-
siert, auf Ebene C das Gebiet dorsal und ventral der Decussatio tegmenti und die Substantia
nigra. Im Corpus callosum fanden sich zahlreiche, oft konfluierende Plaques, die von einer

lokalen Vakuolisierung umgeben waren (Abb. 9.1 und 9.3). Die pathologischen Verdnderun-
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gen griffen z.T. auf den Hippocampus iiber, vereinzelt waren dort auch Plaques nachweisbar.
Bei drei Tieren waren grof3e, unregelméfige Vakuolen in der weilen Substanz des Kleinhirns
darstellbar (Abb. 9.4). Die starksten PrPSC-Ablagerungen traten in den Nuclei vestibulares und
in der Raphe, im Hypothalamus und den Nuclei habenulares, im Corpus callsosum als Pla-
ques (Abb. 9.2) und im Septum auf. Die Gliose korrelierte zur PrP*-Ablagerung (Abb. 9.5
und 9.6).
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Abb. 4.17: Lésionsprofil der mit ,BSE Hoxter’ inokulierten Mauslinien.

In neun Gehirnregionen der grauen Substanz (G1 bis G9) und drei Gehirnregio-
nen der weillen Substanz (W1 bis W3) wird der Grad der Vakuolisierung auf ei-
ner Skala von 0 bis 5 Punkten angegeben (Mittelwerte unter Angabe des Stan-
dardfehlers).

Isolat S 3/02 Die Gehirne der RIII-Méuse stellten sich weniger vakuolisiert als die der
VMO95-Miuse dar. Das Lisionsprofil der RIII-Méuse zeigte starke Schwankungen mit Ab-
weichungen von bis zu 4 Punkten, wobei allerdings vor allem die Regionen 1, 2, 4 und 5
betroffen waren (Abb. 4.18). Das Lésionsprofil der VM95-Méuse war mit Abweichungen von
bis zu 2 Punkten relativ homogen, mit Ausnahme von drei Méusen, die in der Region 5 einen

Vakuolisierungsgrad von 0 bzw. 1 zeigten.

Bei den Gehirnen der RIII-Méuse traten die stirksten Vakuolisierungen in der Medulla, im
Hypothalamus und im dorsalen Septum auf. Daneben waren auch der Thalamus und der
Hippocampus miaBig vakuolisiert. Im Hypothalamus (Abb. 9.7) und Thalamus trat die Vakuo-
lisierung eher lokal als weit verteilt in Erscheinung. Auffillig war weiterhin die deutliche
Vakuolisierung der Granularschicht vom Kleinhirn sowie die starke Vakuolisierung der Ebe-
ne C, wobei besonders die Gebiete dorsal und ventral der Decussatio tegmenti als auch der
Nucleus interpeduncularis und die Substantia nigra betroffen waren. In der Ebene B trat eine

Vakuolisierung lokal im Corpus callosum und im lateralen Thalamus auf; in beiden Gebieten
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waren vereinzelt Plaques nachweisbar (Abb. 9.10). Granulire PrP*°-Ablagerungen traten vor
allem in Ebene D in der Granularschicht vom Kleinhirn und in der Medulla, in der Ebene B
im Nucleus habenularis lateralis, im Hypothalamus, lateralen Thalamus, als Plaques im Cor-
pus callosum (Abb. 9.12) und im dorsalen Septum auf. Die Gehirne der VM95-Miuse waren
bis auf die Ebenen 2 und 4 und die weille Substanz hochgradig vakuolisiert. Daneben trat eine
deutliche Vakuolisierung in der Granularschicht vom Kleinhirn und in Ebene C dorsal und
ventral der Decussatio tegmenti und im Stratum pyramidale subiculi auf. In der Ebene B war
vor allem die Molekularschicht des Cornu ammonis aber auch das Corpus geniculatum latera-
le und die lateralen Gebiete von Hypothalamus und Thalamus deutlich vakuolisiert. Klassi-
sche Plaques traten vereinzelt im Corpus callosum auf, daneben kamen einfache Plaques in
der Nervenzellschicht des Ammonshorns vor. Auch das Indusium griseum in Ebene A zeigte
eine deutliche Vakuolisierung. Das PrP-Ablagerungsmuster war durch das Auftreten zahl-
reicher granulédr erscheinender Plaques, die weit verteilt tiber alle Ebenen verstreut lagen,
gekennzeichnet. Lediglich in der Molekular- und Granularschicht vom Kleinhirn und in den

Vestibulariskernen trat die PrP**-Ablagerung vorwiegend granulir in Erscheinung.
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Abb. 4.18: Lésionsprofil der mit S 3/02 inokulierten Mauslinien (Abbildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).

Isolat S 5/02 Die Léasionsprofile waren bei allen drei Mauslinien relativ homogen und die

Gehirne waren insgesamt nur geringgradig vakuolisiert (Abb. 4.19).

Die Gehirne der RIII-Méuse waren am stdrksten von den drei Mauslinien vakuolisiert und die
Maxima der Vakuolisierung waren in der Medulla, im Thalamus und im Septum zu finden.
Eine deutliche Vakuolisierung trat daneben auf der Ebene C dorsal und ventral der Decussatio
tegmenti, im Nucleus interpeduncularis und in der Substantia nigra auf. Die im Hippocampus

auftretende Vakuolisierung war bei zwei Tieren lokal auf den Gyrus dentatus beschrinkt
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(Abb. 9.9), bei einer Maus war im Hippocampus ein Plaque nachweisbar. Bei zwei weiteren
Tieren traten im Corpus callosum neben einer lokalen Vakuolisierung Plaques auf. Die weif3e
Substanz war bis auf wenige Tiere nicht vakuolisiert. Neben der Vakuolisierung trat auch das
PrP®:-Ablagerungsmuster vorwiegend lokal in Erscheinung. Dabei waren Nuclei vestibulares
als auch der Nucleus cochlearis, der Nucleus ruber und die Substantia nigra, das Corpus
callosum und der Hypothalamus (Abb. 9.8) sowie die dorsalen und ventralen Gebiete vom
Septum stédrker betroffen. Die auftretende Gliose korrelierte zu den Bereichen mit starkster

PrP5¢-Ablagerung.

Die Gehirne der VM95-Méuse waren sehr gering vakuolisiert und nur in der Medulla, im
Thalamus und im Hippocampus war eine méfige Vakuolisierung sichtbar. Die Maus mit der
langsten Inkubationszeit zeigte die stirkste Vakuolisierung. Einfache Plaques kamen im
Thalamus, in den lateralen Thalamusgebieten (Abb. 9.11) und in der Nervenzellschicht des
Ammonshorns vor. Die PrP**-Ablagerung war nur bei einem Tier hochgradig, bei den ande-
ren Tieren geringgradig ausgeprigt. Das grundsitzlich granulire PrP*‘-Ablagerungsmuster

stellte sich bei dem stark positiven Tier als granuldr erscheinende Plaques dar (Abb. 9.14).
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Abb. 4.19: Lésionsprofil der mit S 5/02 inokulierten Mauslinien (Abbildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).

Auch die Gehirne der Tgshp-Méause waren nur schwach vakuolisiert. Die stirkste Vakuolisie-
rung fand sich im Colliculus superior. Das PrP**-Ablagerungsmuster trat zellulir in Erschei-
nung und war vor allem in den Kleinhirnkernen (Abb. 9.13), im Nucleus vestibularis medialis

und in der Medulla nachweisbar.

Isolat S 13/02 Die Gehirne der RIII-Mause waren am stirksten, die der Tgshp-Méuse am
wenigsten vakuolisiert (Abb. 4.20). Die Lasionsprofile der Einzeltiere waren bei den VM95-

Maiusen sehr unterschiedlich im Vakuolisierungsgrad, ein Teil der Tiere zeigte in einigen
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Regionen gar keine Vakuolisierung, wihrend bei anderen Tieren eine deutliche Vakuolisie-

rung auftrat.

Die Gehirne der RIII-Méuse waren hochgradig vakuolisiert, nur in Ebene 2 war keine Vakuo-
lisierung nachweisbar und die Vakuolisierung der weillen Substanz war bis auf die Capsula
interna eher gering. Neben den filir das Lasionsprofil erfassten Regionen trat eine deutliche
Vakuolisierung auch im Nucleus cochlearis, in den Gebieten dorsal und ventral der Decussa-
tio tegmenti, in der Substantia nigra, in den lateralen Thalamusgebieten, im Corpus genicula-
tum laterale und im Putamen auf. Zahlreiche Vakuolen waren auch im Stratum pyramidale
subiculi der Ebene C und im Globus pallidus der Ebene B nachweisbar. Die PrP**-Ablagerung
trat vorwiegend granuldr in Erscheinung, lediglich im Stratum pyramidale subiculi und im
Globus pallidus war sie in Form kleiner Plaques nachweisbar. Insgesamt war die PrP-
Ablagerung sehr stark und betraf vor allem auf Ebene B den Hippocampus (CA4), den Hypo-

thalamus und den Thalamus sowie auf Ebene A das Septum.

Bei den VM95-Miusen lag das Maximum der Vakuolisierung in Ebene 5, doch auch die
Regionen 6 bis 9 waren deutlich vakuolisiert. Die weile Substanz war im Gegensatz dazu
nicht vakuolisiert. Im lateralen Thalamus trat die Vakuolisierung bei drei Tieren lokal be-
grenzt, beim Rest der Tiere weit verteilt in Erscheinung. Eine deutliche Vakuolisierung war
weiterhin in den Gebieten dorsal und ventral der Decussatio tegmenti, in der Substantia nigra,
im Nucleus interpeduncularis sowie im Corpus geniculatum laterale und in den lateralen
Gebieten von Hypothalamus und Thalamus und im Indusium griseum nachweisbar. Bei drei
Tieren traten einfache Plaques in der Granular- und Molekularschicht vom Hippocampus auf.
Die PrP*-Ablagerung war hochgradig. Das PrP**-Ablagerungsmuster war granuldr, je stirker
der Grad der PrP*-Ablagerung jedoch war, umso mehr trat es in Form weit verteilter, kleiner
Plaques in Erscheinung (Abb. 9.21b). Dies war vor allem im Cortex von Ebene A und B
nachweisbar. Auffillig war weiterhin das Vorkommen fein-granulédrer Plaques in der Granu-

larschicht vom Kleinhirn und die starke PrP*-Ablagerung im Indusium griseum.

Die Gehirne der Tgshp-Méause waren am wenigsten vakuolisiert. Die Maxima der Vakuolisie-
rung lagen im Colliculus superior und im Thalamus. Zahlreiche, z.T. konfluierende Plaques
waren im Corpus callosum bei fast allen Mausen in der H.-E.-Férbung und in der Immunhis-
tologie nachweisbar (Abb. 9.21a). Daneben traten PrP*°-Ablagerungen in den Nervenzellen
des Nucleus vestibularis lateralis, der Kleinhirnkerne, der Medulla (Abb. 9.18) und im Nuc-

leus ruber auf.
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Abb. 4.20: Lésionsprofil der mit S 13/02 inokulierten Mauslinien (Abbildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).

Isolat S 17/02 Die Gehirne der mit S 17/02 inokulierten Mauslinien wiesen insgesamt nur
eine geringgradige Vakuolisierung auf (Abb. 4.21). Die Lisionsprofile der Einzeltiere einer
Mauslinie zeigten in der Regel maximal zwei Punkte Abweichung voneinander, bei jeder
Mauslinie gab es jedoch einzelne Tiere, die schwach vakuolisiert waren und in einzelnen

Regionen drei Punkte Abweichung zu den stirker vakuolisierten Tieren zeigten.

Bei den RIII-Miusen war das Septum deutlich vakuolisiert, daneben waren Vakuolen auch in
den Nuclei vestibulares, im Colliculus superior und im Hypothalamus vorhanden. Im Thala-
mus trat bei einer Maus ein Status spongiosus auf (Abb. 9.15a, b), im Gegensatz dazu war bei
allen anderen Tieren in dieser Region keine Vakuolisierung nachweisbar. In der Ebene C trat
eine Vakuolisierung dorsal und ventral der Decussatio tegmenti, im Nucleus interpeduncularis
und in der Substantia nigra auf, in der Ebene B im lateralen Hypothalamus. Die starksten
PrP°“-Ablagerungen waren im Septum und in Ebene B im Hypothalamus, in den lateralen
Thalamusgebieten und in den Nuclei habenulares vorhanden. Das grundsitzlich granuldre

PrP%-Ablagerungsmuster wurde durch Plaques im Corpus callosum erginzt.

Bei den VM95-Miusen war die stirkste Vakuolisierung in Ebene B zu verzeichnen: Neben
Thalamus und Hippocampus waren auch die lateralen Thalamusgebiete deutlich vakuolisiert.
Auch im Indusium griseum und in den Regionen dorsal und ventral der Decussatio tegmenti
sowie der Substantia nigra war eine Vakuolisierung nachweisbar. Einfache Plaques traten in
den medialen und lateralen Gebieten des Thalamus (Abb. 9.17) sowie in der Granularzell-
schicht des Hippocampus auf (Abb. 9.19). Das PrP*-Reaktionsmuster zeigte sich primér
granuldr (Abb. 9.20), je stirker PrP*-positiv das Einzeltier war, um so mehr traten kleine

PrP*-Plaques in Erscheinung. Betroffen war vor allem der Cortex in den Ebenen A, B und C
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(Abb. 9.16) sowie Thalamus und Hippocampus.

Die Gehirne der Tgshp-Méduse waren nur gering vakuolisiert, lediglich bei den drei Tieren mit
der langsten Inkubationszeit war eine stirkere Vakuolisierung im Thalamus und auf Ebene C
nachweisbar. Bei drei Tieren traten Plaques im Corpus callosum auf. PrP°-Ablagerungen
waren vor allem in den Gebieten um den Aquaeductus, in der Substantia nigra und im Nuc-

leus ruber, in den Nuclei habenulares und als Plaques im Corpus callosum sowie im Septum

vorhanden.
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Abb. 4.21: Lésionsprofil der mit S 17/02 inokulierten Mauslinien (Abbildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).

Isolat S 29/02 Die Gehirne der drei mit S 29/02 infizierten Mauslinien waren bis auf den
Thalamus und den Hippocampus bei den VM95-Médusen und den Thalamus bei den Tgshp-
Maiusen nur wenig vakuolisiert (Abb. 4.22). Die Lésionsprofile der Einzeltiere waren relativ
homogen, lediglich im deutlich vakuolisierten Thalamus und Hippocampus kam es zu Abwei-

chungen von mehr als zwei Punkten.

Die Gehirne der RIII-Mause waren nur wenig vakuolisiert. Bei der Hélfte der Tiere trat in den
Nuclei vestibulares und im Hippocampus, bei zwei Méusen im Hypothalamus und bei einer
Maus im Thalamus eine deutliche Vakuolisierung auf. Auch in den anderen, nicht fiir das
Lasionsprofil verwendeten Ebenen war nur in wenigen Féllen eine Vakuolisierung nachweis-
bar. Lediglich in der Substantia nigra und im Nucleus interpeduncularis kam bei einigen
Tieren eine deutliche Vakuolisierung vor. Der Grad der PrP*-Ablagerung war gering- bis
mittelgradig. In der Ebene D waren vor allem in den Nuclei vestibulares, in der Raphe und in
der Medulla granulire PrP>*-Ablagerungen nachweisbar. Bei stirker positiven Mausen traten
PrP¢-Ablagerungen auch in der Molekular- und Granularschicht des Kleinhirns auf. Im Mit-

telhirn war die PrP*°-Ablagerung granuldr und weit verteilt, im Zwischenhirn kamen lokal
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eng begrenzte PrP%-Ablagerungsnester vor (Abb. 9.26). Im Septum waren PrP*-

Ablagerungen vor allem dorsal und ventral lokalisiert.

Bei den VM95-Méusen traten die Maxima der Vakuolisierung im Thalamus und Hippocam-
pus auf. Wihrend die Vakuolisierung im Thalamus bei der Hélfte der Tiere lokal und bei der
anderen Hilfte weit verteilt war, betraf die Vakuolisierung im Hippocampus lokal das CA3
und hierbei vor allem die lakunare Molekularschicht. Eine deutliche Vakuolisierung war in
der Substantia nigra und im Nucleus interpeduncularis sowie in den lateralen Gebieten von
Thalamus und Hypothalamus, im Corpus geniculatum laterale und im Indusium griseum
nachweisbar. Einfache Plaques traten bei drei Tieren im Thalamus sowie in der Granular-
schicht des Hippocampus (Abb. 9.23) auf. Das PrP*-Ablagerungsmuster stellte sich granulir
dar, je stirker die PrP%°-Ablagerungen jedoch waren, umso stirker wurde das granulire PrP®c-
Ablagerungsmuster von zahlreichen Plaques iiberlagert. Diese traten vor allem im Cortex und
im Zwischenhirn auf. Auffillig war weiterhin die PrP*-Ablagerung in der Granularschicht

des Kleinhirns und des Tectums sowie im Indusium griseum (Abb. 9.25).
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Abb. 4.22: Lisionsprofil der mit S 29/02 inokulierten Mauslinien (Abbildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).

Bei den Tgshp-Méiusen waren Hypothalamus und Septum deutlich, der Thalamus hochgradig
vakuolisiert. Daneben traten zahlreiche Vakuolen in der Region dorsal und ventral der Decus-
satio tegmenti, im Nucleus ruber, in der Substantia nigra und in den lateralen Thalamusgebie-
ten auf. Klassische Plaques waren in der H.-E.-Fiarbung bei zwei Méusen (Abb. 9.24) und
multizentrische Plaques bei einer Maus im Thalamus (Abb. 9.22) und immunhistologisch bei
einer Maus im Corpus callosum nachweisbar. In der weilen Substanz des Kleinhirns kamen
bei der Hilfte der Miuse groBe, unregelmiBige Vakuolen vor. Die PrP*-Ablagerung war

granulér in der Medulla, weit verteilt auf Ebene C (Abb. 9.27), im Cortex, Corpus callosum,
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Hypothalamus und Thalamus der Ebene B sowie im Septum und Nucleus caudatus der Ebene

A darstellbar.

Isolat S 30/02 Die Lasionsprofile waren relativ homogen, doch bei jeder Mauslinie war bei
einem Teil der Tiere trotz PrP*-Nachweis in der Immunhistologie die Vakuolisierung deut-

lich schwécher als bei anderen Tieren dieser Inokulationsgruppe (Abb. 4.23).

Bei den RIII-Mausen waren bis auf die Nuclei vestibulares, das Tectum und die weille Sub-
stanz alle anderen Ebenen des Lésionsprofils &hnlich stark vakuolisiert. Daneben fand sich
eine deutliche Vakuolisierung auf der Ebene C in der Substantia nigra, im Stratum pyramidale
subiculi und dorsal der Decussatio tegmenti und auf Ebene B im Globus pallidus und in den
lateralen Gebieten von Hypothalamus und Thalamus. Die PrP*-Ablagerung trat vorwiegend
granuldr in Erscheinung, lediglich im Stratum pyramidale subiculi und im Hippocampus war
sie in Form kleiner Plaques nachweisbar. Bei einem Tier waren im Corpus callosum Plaques
vorhanden. Insgesamt war die PrP*°-Ablagerung relativ gering und betraf vor allem auf Ebene
B den Hippocampus (CA4), den Hypothalamus und den Thalamus sowie auf Ebene A das
Septum.

Die Maxima der Vakuolisierung waren bei den VM95-Miusen im Thalamus, Hippocampus
und Cortex zu finden. Daneben zeigten auch die Substantia nigra, der Nucleus interpeduncu-
laris, das Stratum pyramidale subiculi, die lateralen Gebiete von Hypothalamus und Thalamus
sowie das Indusium griseum eine deutliche Vakuolisierung. Bei einem Tier traten einfache
Plaques in der Granularschicht des Hippocampus auf. Das PrP%-Ablagerungsmuster war
einerseits granuldr, jedoch andererseits durch das Auftreten zahlreicher feiner Plaques ge-
kennzeichnet, die vor allem im Cortex und weit verteilt in allen Regionen der Ebene B zu

finden waren.

Die Gehirne der Tgshp-Miuse waren insgesamt nur wenig vakuolisiert. Nur im Thalamus, im
Hippocampus und im Cortex war eine miBige Vakuolisierung bei der Hilfte der Tiere nach-
weisbar. In der weillen Substanz des Kleinhirns traten grofle, unregelmifBige Vakuolen auf.
Von den fiinf im Western Blot PrP**-positiven Tgshp-Miusen waren in der Immunhistologie
nur vier positiv. Von diesen vier Miusen zeigten zwei Tiere eine PrP*-Ablagerung in den
Nuclei vestibulares und im Thalamus, bei einem Tier traten zwei Plaques im Corpus callosum
auf und nur ein Tier zeigte eine iiber alle Ebenen verteilte granulire bis plaqueartige PrP>-

Ablagerung.
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Abb. 4.23: Lisionsprofil der mit S 30/02 inokulierten Mauslinien (Abbildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).

Isolat S 32/02 Die Léasionsprofile der Einzeltiere waren sehr uneinheitlich, in den stirker
vakuolisierten Regionen war bei Einzeltieren eine Abweichung von bis zu 4 Punkten mdglich.
Die Gehirne der RIII- und Tgshp-Mause waren nur gering, die der VM95-Méuse etwas stér-
ker vakuolisiert (Abb. 4.24).

Bei den RIII-Méusen trat die stirkste Vakuolisierung im Thalamus auf. Daneben war eine
deutliche Vakuolisierung in der Granularschicht vom Kleinhirn, in der dorsalen Medulla
(Abb. 9.28), im Nucleus cochlearis und auf Ebene C im Gebiet dorsal der Decussatio tegmen-
ti sowie in der Substantia nigra und im Nucleus interpeduncularis zu beobachten. Bei einem
Tier fand sich im Corpus callosum ein von Vakuolen umgebenes Nest von fibrilliren Plaques.
Die PrP%-Ablagerung war geringgradig und vor allem auf Medulla, Hypothalamus und Sep-

tum konzentriert.

Je linger die Inkubationszeit bei den VM95-Médusen war, umso stéirker trat die Vakuolisie-
rung in Erscheinung. Die Maxima lagen im Thalamus und im Hippocampus (CA3). Daneben
zeigten auch die Raphe, die Substantia nigra, der Nucleus interpeduncularis, das Stratum
pyramidale subiculi, die lateralen Gebiete vom Thalamus sowie das Indusium griseum eine
deutliche Vakuolisierung. Klassische Plaques traten im Corpus callosum bei zwei Tieren auf,
einfache Plaques kamen im Thalamus und Hippocampus bei drei Mdusen vor (Abb. 9.29 und

9.30). Das PrP*-Ablagerungsmuster war granulir bis plaqueartig und betraf vor allem die

Ebene B (Abb. 9.39).

Das Maximum der Vakuolisierung bei den Tgshp-Mausen lag im Thalamus und trat vor allem
lokal in Erscheinung. Eine deutliche Vakuolisierung kam daneben in der Formatio reticularis,

in der Raphe, auf Ebene C und in Zona incerta sowie Corpus geniculatum laterale vor. Im
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Corpus callosum waren bei der Hilfte der Tiere Plaques nachweisbar. Bei zwei Tieren traten
grofie, unregelméBige Vakuolen in der weiBen Substanz des Kleinhirns auf. Die PrP%-
Ablagerung stellte sich eher gering dar und war dabei granulér in der Medulla und weit ver-
teilt auf Ebene C, zellulér in den Kleinhirnkernen (Abb. 9.37a), den Nuclei vestibulares, dem
Nucleus cochlearis, dem Nucleus ruber und den Nuclei habenulares sowie als Plaques im

Corpus callosum (Abb. 9.35) vorhanden.

S 32/02

—&—Rlll
—i—VM
Tgshp

Lasionsgrad

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 W1 W2 W3

Gehirnregion

Abb. 4.24: Lisionsprofil der mit S 32/02 inokulierten Mauslinien (Abbildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).

Isolat S 33/02 Die Gehirne der RIII- und VM95-Mause waren deutlich, die der Tgshp-Mause
mafig vakuolisiert (Abb. 4.25). Die Lasionsprofile der Einzeltiere waren bei den RIII- und
VMO95-Miusen sehr uneinheitlich, in den stirker vakuolisierten Regionen war bei Einzeltieren

eine Abweichung von bis zu 4 Punkten moglich.

Bei den RIII-Méusen lagen die Maxima der Vakuolisierung im Hypothalamus, Thalamus,
Hippocampus und Septum, wobei die Vakuolisierung in Thalamus und Hippocampus lokal
eng begrenzt auftrat. Weiterhin trat eine deutliche Vakuolisierung in der Granularschicht des
Kleinhirns (Abb. 9.31), dorsal und ventral der Decussatio tegmenti, in der Substantia nigra
und im Nucleus interpeduncularis auf. Im Corpus callosum fanden sich bei zwei Tieren von
Vakuolen umgebene Plaques, wobei die pathologischen Verdnderungen schon teilweise auf
den Hippocampus iibergriffen (Abb. 9.32). Das PrP*-Ablagerungsmuster zeigte sich einer-
seits granuldr in Medulla, Mittelhirn und Septum, andererseits in Form kleiner Plaques im

Zwischenhirn und als Plaquenester im Corpus callosum.

Weit verteilt im Thalamus und lokal auf das CA3 des Hippocampus beschréinkt zeigten sich
die Maxima der Vakuolisierung bei den VM95-Miusen. Neben den fiir das Lésionsprofil

untersuchten Ebenen fand sich ein mittlerer Vakuolisierungsgrad auch in Substantia nigra und
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Nucleus interpeduncularis, im lateralen Thalamus und im Indusium griseum (Abb. 9.38a).
Einfache Plaques kamen im medialen und lateralen Thalamus, im Hippocampus und bei
einem Tier im Cortex und im Putamen vor. Fibrillaire Plaques traten vereinzelt im Corpus
callosum auf (Abb. 9.33). Die von Tier zu Tier sehr unterschiedlich ausgeprigte PrP®-
Ablagerung war in Medulla, Mittelhirn und Indusium griseum (Abb. 9.38b) vorwiegend
granuldr, in Zwischenhirn und Endhirn und dabei besonders im Cortex in Form feiner Plaques

darstellbar. Die Gliose korrelierte zur PrP**-Ablagerung (Abb. 9.34, 9.36).

Die Gehirne der Tgshp-Mduse waren nur gering vakuolisiert, eine geringgradige Vakuolisie-
rung trat im Collicullus superior und im Thalamus auf. Bei den zusitzlich untersuchten Ge-
hirnregionen waren die Formatio reticularis, das Gebiet dorsal und ventral der Decussatio
tegmenti sowie Nucleus ruber, Substantia nigra und Zona incerta deutlich vakuolisiert. Bei
vier Tgshp-Miusen traten grof3e, unregelméBige Vakuolen in der weillen Substanz des Klein-
hirns auf. Auffillig war das Vorkommen zahlreicher Plaques im Corpus callosum bei fast
allen untersuchten Tieren. Diese Plaques waren entweder amorph, fibrillir oder sie zeigten
eine wirbelige Anordnung, z.T. konfluierten dabei nebeneinander liegende Plaques. Die
PrP%°-Ablagerungen waren hochgradig und betrafen die Zellen der Kleinhirnkerne, der Me-
dulla und des Nucleus ruber (Abb. 9.37b), waren weit verteilt und granuldr im Mittelhirn

nachweisbar und im Zwischenhirn als Plaques im Corpus callosum (Abb. 9.40) darstellbar.

S 33/02
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Abb. 4.25: Lisionsprofil der mit S 33/02 inokulierten Mauslinien (Abbildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).
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Histopathologische Charakterisierung, vergleichende Darstellung und Clusteranalyse

RIII-Miiuse Die Maxima der Lasionsprofile bei den RIII-Mausen lagen bei dem BSE-Isolat

in den Regionen G1, G4 und G7 (Abb. 4.26). Auch die beiden Scrapieisolate S 3/02 und S

5/02 aus dem Ausbruch Borken zeigten ihre Maxima in diesen Regionen. Der Grad der Va-

kuolisierung im Bereich dieser drei Regionen war bei den beiden Scrapieisolaten allerdings

deutlich starker ausgeprégt als bei dem BSE-Isolat, weiterhin waren die Region G2 und bei

der S Probe 3/02 die Regionen G5, G6 und G9 zusitzlich vakuolisiert.
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Abb. 4.26: Lasionsprofil
klassischer Scrapieisola-
te in RIII-Mausen nach
Ausbriichen  geordnet.
Als Vergleich ist das
Lisionsprofil des BSE-
Isolates hinterlegt (Ab-
bildungsbeschriftung s.
Abb. 4.17).
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Von den fiinf Isolaten aus dem Ausbruch Gilistrow erzeugte das Isolat S 13/02 die stérkste
Vakuolisierung in RIII-Méusen, die Gehirne der mit den Isolaten S 30/02 und S 33/02 infi-
zierten Mduse waren weniger deutlich vakuolisiert und die mit S 17/02 und S 29/02 infizier-
ten Miause sogar nur geringgradig vakuolisiert. Obwohl es deutliche Unterschiede im Grad
der Vakuolisierung gab, zeigte sich eine gewisse Ahnlichkeit der Lisionsprofile, da in den
Regionen G3 bis G7 ein Plateau im Lésionsprofil zu erkennen war, welches bei den Isolaten S
17/02 und S 29/02 allerdings deutlich geringer ausfillt. Die Region G2 war auf3er bei den mit
dem Isolat S 33/02 infizierten Miusen nicht vakuolisiert. Anhand der Léasionsprofile lieBen
sich alle Isolate des Ausbruchs Giistrow vom BSE-Erreger abgrenzen. Die hohe Ahnlichkeit
von BSE und dem Isolat S 29/02 nach der Clusteranalyse (Abb. 4.27) ldsst sich durch die
geringe Vakuolisierung der mit diesem Isolat infizierten Mause begriinden: Zwei der Maxima
liegen zwar in den Regionen G1 und G4, das dritte Maximum liegt allerdings in der Region

G6 und nicht in der Region G7, wie es fiir den BSE-Erreger zu erwarten wére.
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Abb. 4.27: Dendrogramm zur Darstellung der Ahnlichkeit der Lisionsprofile bei RIII-
Mausen nach Inokulation mit acht deutschen klassischen Scrapieisolaten und ei-
nem BSE-Isolat. Je geringer die Distanz zweier Isolate auf der Y-Achse ist, umso
groBer ist die Ahnlichkeit der Isolate.

Das Isolat S 32/02 lieB3 sich deutlich vom BSE-Erreger abgrenzen, da die Maxima der Vakuo-
lisierung in den Regionen G2, G5 und G7 lagen.

VM95-Miuse Die Maxima des Lésionsprofils lagen bei den mit BSE inokulierten VM95-
Maiusen in den Regionen Medulla (G1), Thalamus (G5) und Septum (G7). In den VM95-

Maiusen lieBen sich alle acht untersuchten klassischen Scrapieisolate vom BSE-Erreger unter-
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scheiden, da sie alle eine deutliche Vakuolisierung im Hippocampus (G6) aufwiesen, welche

bei dem BSE-Isolat nicht zu beobachten war (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Lisionsprofil klassischer Scrapieisolate in VMO95-Méausen nach Ausbriichen
geordnet. Als Vergleich ist das Lasionsprofil des BSE-Isolates hinterlegt (Abbil-

dungsbeschriftung s. Abb. 4.17).

Bei den beiden Isolaten aus dem Ausbruch Borken, S 3/02 und S 5/02, waren die Maxima der

Vakuolisierung in den infizierten VM95-Mausen in den Regionen G1 und G3 sowie G5 und
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G6 zu finden. Der Verlauf des Lisionsprofils war bei beiden Isolaten relativ dhnlich, die in
fast allen Regionen um etwa zwei Vakuolisierungsgrade stirkere Auspriagung des Lisionspro-

fils bei der S 3/02 erklért jedoch den deutlichen Abstand beider Isolate in der Clusteranalyse.

Die fiinf Scrapieisolate aus der Herde in Giistrow waren ebenfalls in den Regionen G1, G3,
G5 und G6 am deutlichsten vakuolisiert, Unterschiede im Lasionsprofil waren dagegen in den
Regionen G7, G8 und G9 zu erkennen. Die Isolate S 13/02 und S 30/02 einerseits und die
Isolate S 17/02 und S 29/02 andererseits sind innerhalb dieses Ausbruchs dabei untereinander
am dhnlichsten, was sich aus dem Lésionsprofil ableiten ldsst und durch die Clusteranalyse

bestdtigt wird (Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: Dendrogramm zur Darstellung der Ahnlichkeit der Lisionsprofile bei VM95-
Maéusen nach Inokulation mit acht deutschen klassischen Scrapieisolaten und ei-
nem BSE-Isolat. Je geringer die Distanz zweier Isolate auf der Y-Achse ist, umso
groBer ist die Ahnlichkeit der Isolate.

Auffillig ist die hohe Ahnlichkeit zwischen S 32/02 und S 33/02: Obwohl es sich um zwei
Scrapieisolate aus verschiedenen Ausbriichen handelt, stimmen die Lisionsprofile mit den
Maxima G1, G5, G6 und G8 auffallend iiberein und erklidren den geringen Abstand von ca.

0,7 in der Clusteranalyse.

Tgshp-Miuse Bei den mit BSE inokulierten Tgshp-Méusen traten die gleichen Maxima der
Vakuolisierung in den Regionen Medulla, Hypothalamus und Septum wie nach Erstpassage in
RIII-Méusen auf. Aus dem Ausbruch Borken wurde nur das Isolat S 5/02 in Tgshp-Méuse
inokuliert. Dieses konnte anhand seiner Vakuolisierungsmaxima in den Regionen G3 und G6

deutlich vom BSE-Isolat abgegrenzt werden.
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Abb. 4.30: Lasionsprofil klassischer Scrapieisolate in Tgshp-Miusen nach Ausbriichen
geordnet. Als Vergleich ist das Lasionsprofil des BSE-Isolates hinterlegt (Abbil-

dungsbeschriftung s. Abb. 4.17).

Die Lisionsprofile der fiinf Scrapieisolate aus dem Ausbruch Giistrow wichen in einigen

Regionen deutlich voneinander ab, Gemeinsamkeiten waren in der Vakuolisierung der Regio-

nen G3 und G5 zu beobachten. Bei den mit dem Isolat S 32/02 infizierten Miusen waren die

Regionen G3 und G5 ebenfalls am deutlichsten vakuolisiert. Anhand der Lisionsprofile konn-

ten alle Scrapieisolate in den Tgshp-Mausen vom BSE-Erreger abgegrenzt werden, da bei

diesem die Maxima in den Regionen G1, G4 und G7 vorhanden waren, die Scrapieisolate
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dagegen durch eine hohe Vakuolisierung in den Regionen G3 und G5 bzw. G6 gekennzeich-
net waren (Abb. 4.30). Diese Unterscheidung ldsst sich durch die Clusteranalyse bestitigen
(Abb. 4.31).
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Abb. 4.31: Dendrogramm zur Darstellung der Ahnlichkeit der Lisionsprofile bei Tgshp-
Maiusen nach Inokulation mit sieben deutschen klassischen Scrapieisolaten und
einem BSE-Isolat. Je geringer die Distanz zweier Isolate auf der Y-Achse ist, um-
so groBer ist die Ahnlichkeit der Isolate.

Vergleich aller Mauslinien Wurden die Lésionsprofile aller drei Mauslinien in die Clustera-
nalyse einbezogen, so konnte gezeigt werden, dass sechs der untersuchten deutschen Scrapiei-
solate untereinander sehr dhnlich sind und deutlich vom BSE-Erreger abgegrenzt werden
konnen (Abb. 4.32). Eine Ausnahme stellt das Isolat S 13/02 dar: Da es von allen Isolaten in
den RIII- und VM95-Miusen die stirkste Vakuolisierung hervorrief, ist ihr Abstand zu diesen

sechs Scrapieisolaten sowie zu dem BSE-Isolat in der Clusteranalyse sehr grof3.

Das Isolat S 3/02 konnte in der vergleichenden Clusteranalyse nicht mit bewertet werden, da

es nicht in die Tgshp-Méuse inokuliert worden war.
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Distanz

Abb. 4.32: Dendrogramm zur Darstellung der Ahnlichkeit der Lisionsprofile unter Einbe-
ziehung aller drei verwendeten Mauslinien nach Inokulation mit sieben deutschen
klassischen Scrapieisolaten und einem BSE-Isolat. Je geringer die Distanz zweier
Isolate auf der Y-Achse ist, umso groBer ist die Ahnlichkeit der Isolate.

4.2 Charakterisierung atypischer Scrapieisolate

4.2.1 Charakterisierung atypischer Scrapieisolate am Schaf

Bei vier atypischen Scrapieisolaten (S 18/02, S 39/02, S 14/03 und S 40/04) wurde das PrP* -
Bandenmuster und die Molekularmasse der PrP*°-Banden bestimmt. Das Antikdrperbin-
dungsverhiltnis von MAK P4 zu MAK L42 konnte an drei atypischen Scrapieisolaten (S
39/02, S 14/03 und S 40/04) analysiert werden. Fiir die Untersuchungen zur PK-Stabilitét, zur
Deglykosylierung und zur Epitopcharakterisierung wurden die zwei atypischen Scrapieisolate
S 39/02 und S 40/04 verwendet. Sieben weitere in die Mauslinien inokulierten atypischen
Scrapieisolate konnten aufgrund ihrer geringen Signalstidrke im Western Blot nicht fiir prote-
inbiochemische Untersuchungen verwendet werden. Als Kontrollen dienten ein klassisches

Scrapieisolat (S 33/02), ein BSE-Isolat (R128/04) und ein negatives Schaf.

4.2.1.1 PrP*-Bandenmuster und Molekularmasse

Im Gegensatz zu den klassischen Scrapieisolaten wiesen die atypischen Scrapieisolate im
Western Blot mehr als drei PrP**-Banden auf. Trotz der Anreicherung und Aufreinigung in
der PTA-Fillung war das PrP*-Bandenmuster oft undeutlich und die Signalstirken im Wes-

tern Blot lagen oft unterhalb des auswertbaren Bereiches. Aus diesem Grund konnten die
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Glykosylierungsverhiltnisse (bzw. der prozentuale Anteil der Einzelbanden am Gesamtsig-
nal) und Molekularmasse nur bei vier Isolaten bestimmt werden. Bei diesen vier atypischen
Scrapieisolaten waren im Western Blot (Abb. 4.33) anstelle der drei Banden der klassischen
Scrapie mindestens drei undeutlich voneinander abgrenzbare Banden sowie eine zusitzliche
Bande mit einer Molekularmasse von etwa 11 kDa zu detektieren. Bei dem Isolat S 40/04 war
auflerdem eine fiinfte Bande mit einer Molekularmasse von 27,8 kDa zu sehen. Auch zeigten
die drei Banden, die im Bereich der klassischen PrP*-Banden lagen, nicht genau die gleiche

Molekularmasse wie diese (Abb. 4.33 und Tab. 4.1).

&
§
L 42
23,0 kDa
16,2 kDa
Abb. 4.33: PrP*-Bandenmuster und Moleku-
larmasse sowie Antikdrperbindung von MAK
b4 L42 und MAK P4 bei einem klassischen

Scrapieisolat (S 33/02), einem BSE-Isolat (R
21,5kDa 128/04) und zwei atypischen Scrapieisolaten S
18,0 kDa 39/02 und S 40/04 (Western Blot, Antikorper
L42 bzw. P4, Marker: Histidin- bzw. P4-
markierter FLI-Marker).

Weiterhin waren wegen der zusdtzlichen 11 kDa Bande auch die Anteile der Banden am
Gesamtsignal im Western Blot anders als die Glykosylierungsverhiltnisse der klassischen
Scrapie (Tab. 4.1). Da bei den atypischen Scrapieisolaten noch nicht untersucht wurde, ob es
sich dabei um verschieden glykosylierte Banden des PrP*° handelt, wurden diese Banden

vorldufig als Banden I bis IV bezeichnet.
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Tab. 4.1: PrP*-Bandenmuster und Molekularmasse der PrP**-Banden bei einem klassi-
schen (S 33/02) und vier atypischen Scrapieisolaten
S 33/02 S 18/02 S 39/02 S 14/03 S 40/04
X) A) A) A) A)
MM | diglykosyliert I | 23400 |256(006) |254(04) |248(0,2) | 251(0,1)
(kDa) | monoglykosyliert| II | 20,9 (0,1) | 22,0 (04) | 21,9(0,2) | 21,3(0,1) | 21,7 (0,1)
unglykosyliert I | 18,1(0,1) 17,8 (0,2) 18,2 (0,3) 17,5 (0,2) 17,9 (0,2)
“l1 kDa Bande” | IV | - 11,2(0,7) | 11,1(0,5) | 10,9(0,8) | 11,0 (0,2)
GV | diglykosyliert I | 432008) |9103) |80(0,.8 | 11,5(05) | 63(0,6)
(%) | monoglykosyliert| II | 35,6 (0,5) | 21,4(1,0) | 23,9(2,1) | 21,3(0,4) | 22,0(0,8)
unglykosyliert | III | 21,1(0,6) | 37.6(0,5) | 39,5(2,9) | 38.2(1,2) | 37,5(1,9)
“l1 kDa Bande” | IV | - 31,8(1,5) | 28,6(5.2) | 29,1(1,3) | 34,3 (1,0)

Legende zu Tab. 4.1:

GV

MM Molekularmasse

0

4.2.1.2 Epitopbestimmung mittels verschiedener PrP-Antikorper

Standardfehler

K
A

Klassische Scrapie

Atypische Scrapie

Glykosylierungsverhéltnis bzw. Anteil der Einzelbande am Gesamtsignal im Western Blot

Zur weiteren Charakterisierung der Epitope, welche bei den atypischen Scrapieisolaten vor

und nach PK-Verdau im Gegensatz zu den klassischen Scrapie- und den BSE-Isolaten noch

detektiert werden konnen, wurden 19 monoklonale Antikérper verwendet (Tab. 9.1.3). Die

Untersuchungen erfolgten an den atypischen Scrapieisolaten S 39/02 und S 40/04. Als Kon-
trolle diente das klassische Scrapieisolat S 33/02 und das BSE-Isolat R 128/04. Die Proben

wurden nach PTA-Fillung und SDS-PAGE im Western Blot mit dem jeweiligen Antikdrper

inkubiert. Zum Nachweis der erfolgten Antikérperbindung wurde auf jedes Gel unverdautes

PrPC eines negativen Schafes geladen.

Nach den Ergebnissen im Western Blot konnten diese Antikorper in fiinf Gruppen eingeteilt

werden (Tab. 4.2):
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M S33/02 S40/04 R 128/04 PrP¢ M PrP¢ M S 33/02 R 128/04 S39/02 S40/04 M

Abb. 4.34:

Western Blot eines klassischen Scrapieisolates (S 33/02), eines BSE-Isolates (R
128/04) und von zwei atypischen Scrapieisolaten (S 39/02 und S 40/04) mit ei-
nem Antikorper der Gruppe 1, MAK FH11. Linke Abbildung: unverdautes PrP*,
rechte Abbildung: PK-verdautes PrP*. Zum Nachweis der erfolgten Antikorper-
bindung wurde auf jedes Gel unverdautes PrP® eines negativen Schafes geladen
(M: Marker: Histidin-markierter FLI-Marker mit Markern von 23,0 — 21,5 — 20,3
-19,2-18,0-17,1 - 16,2 kDa GroBe).

Gruppe 1: Diese Antikorper, welche am N-Terminus des Prionproteins binden, erkannten vor

PK-Verdau das PrP der klassischen und atypischen Scrapieisolate und des BSE-Isolates. Die

11 kDa Bande der atypischen Scrapieisolate wurde nur sehr schwach oder gar nicht erkannt.

Nach PK-Verdau wurden von diesen Antikdrpern weder die Scrapie- noch die BSE-Isolate

erkannt (Abb. 4.34).

M S33/02 S40/04 R 128/04 PrP© PrP¢ M S 33/02 R 128/04 S 39/02 S 40/04 M

Abb. 4.35: Western Blot eines klassischen Scrapieisolates (S 33/02), eines BSE-Isolates (R

128/04) und von zwei atypischen Scrapieisolaten (S 39/02 und S 40/04) mit dem
Antikérper der Gruppe 2, MAK 3B5. Linke Abbildung: unverdautes PrP*¢, rechte
Abbildung: PK-verdautes PrP*°. Zum Nachweis der erfolgten Antikdrperbindung
wurde auf jedes Gel unverdautes PrPC eines negativen Schafes geladen (M: Mar-
ker: Histidin-markierter FLI-Marker mit Markern von 23,0 — 21,5 — 20,3 — 19,2 —
18,0 — 17,1 - 16,2 kDa Grdf3e).
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Gruppe 2: In diese Gruppe gehort nur der MAK 3BS5. Er detektierte vor dem PK-Verdau die
Scrapieisolate und das BSE-Isolat, die 11 kDa Bande der atypischen Scrapieisolate wurde
aber auch hier nur sehr schwach oder gar nicht erkannt. Nach PK-Verdau erkannte dieser

Antikorper nur die klassischen Scrapieisolate, nicht aber die atypischen Scrapieisolate oder

das BSE-Isolat (Abb. 4.35).

M S33/02 S40/04 R 128/04 PrPC PrP M S33/02 R 128/04 S 39/02 S 40/04 M
Abb. 4.36: Western Blot eines klassischen Scrapieisolates (S 33/02), eines BSE-Isolates (R
128/04) und von zwei atypischen Scrapieisolaten (S 39/02 und S 40/04) mit ei-

nem Antikdrper der Gruppe 3, MAK 12B2. Linke Abbildung: unverdautes PrP%,

rechte Abbildung: PK-verdautes PrP*. Zum Nachweis der erfolgten Antikorper-

bindung wurde auf jedes Gel unverdautes PrP® eines negativen Schafes geladen

(M: Marker: Histidin- bzw. P4-markierter FLI-Marker mit Markern von 23,0 —
21,5-20,3-19,2-18,0- 17,1 - 16,2 kDa Grof3e).

Gruppe 3: In diese Gruppe gehoren die Antikorper, die Epitope im Bereich der PK-
Schnittstelle besitzen. Sie erkannten vor dem PK-Verdau sowohl das klassische als auch das
atypische Scrapieisolat inklusive der 11 kDa Bande und das BSE-Isolat. Nach PK-Verdau
wurde das BSE-Isolat nicht mehr detektiert, aber das klassische und das atypische Scrapieiso-

lat inklusive der 11 kDa Bande wurden erkannt (Abb. 4.36).
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M S33/02 S40/04 R 128/04 PrP¢ PrP¢ M S33/02 R 128/04 S 39/02 S40/04 M
- -

Abb. 4.37: Western Blot eines klassischen Scrapieisolates (S 33/02), eines BSE-Isolates (R
128/04) und von zwei atypischen Scrapieisolaten (S 39/02 und S 40/04) mit ei-
nem Antikdrper der Gruppe 4, MAK L42. Linke Abbildung: unverdautes PrP*,
rechte Abbildung: PK-verdautes PrP*. Zum Nachweis der erfolgten Antikdrper-
bindung wurde auf jedes Gel unverdautes PrP® eines negativen Schafes geladen
(M: Marker: Histidin-markierter FLI-Marker mit Markern von 23,0 — 21,5 — 20,3
-19,2-18,0-17,1 - 16,2 kDa GroBe).

Gruppe 4: Die Antikorper der Gruppe 4 erkannten sowohl vor als auch nach PK-Verdau das
klassische und das atypische Scrapieisolat inklusive der 11 kDa Bande und das BSE-Isolat
(Abb. 4.37).

M S33/02 S40/04 R 128/04 PrP© M PrP° M S33/02R 128/04 S 39/02 S 40/04 M
‘v -pr - -

]

—

anug

Abb. 4.38: Western Blot eines klassischen Scrapieisolates (S 33/02), eines BSE-Isolates (R
128/04) und von zwei atypischen Scrapieisolaten (S 39/02 und S 40/04) mit ei-
nem Antikdrper der Gruppe 5, MAK ICSM18. Linke Abbildung: unverdautes
PrP%¢, rechte Abbildung: PK-verdautes PrP*. Zum Nachweis der erfolgten Anti-
kérperbindung wurde auf jedes Gel unverdautes PrP© eines negativen Schafes ge-
laden (M: Marker: Histidin-markierter FLI-Marker mit Markern von 23,0 — 21,5
-20,3-19,2-18,0-17,1 - 16,2 kDa GrofB3e).

Gruppe 5: Die Antikorper dieser Gruppe erkannten vor PK-Verdau das klassische Scrapieiso-
lat und das BSE-Isolat und die obersten drei Banden der atypischen Scrapieisolate. Nach PK-
Verdau wurden die atypischen Scrapieisolate nicht mehr erkannt (Abb. 4.38).
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4.2.1.3 Antikorperbindungsverhiltnis

Aufgrund der geringen Signalstirken im Western Blot konnte das Antikorperbindungsver-
hiltnis vom P4 zum L42 nur bei drei atypischen Scrapieisolaten ermittelt werden (Abb. 4.39).
Als Kontrolle diente das klassische Scrapieisolat S 33/02 und das BSE-Isolat R 128/04. Das
Antikorperbindungsverhéltnis des BSE-Isolates betrug 0,04, das des klassischen Scrapieisola-
tes 1,3. Bei allen untersuchten atypischen Scrapieisolaten lag das Antikdrperbindungsverhalt-

nis zwischen 1,40 und 1,94 und somit deutlich hoher als das des BSE-Isolates.

2,5

2,0

1,5
1,0 -
0,5 1
0,0 =

R 128/04 S 33/02 S 40/04 S 14/03 S 39/02

Verhiltnis MAK P4/L42

Abb. 4.39: Antikorperbindungsverhiltnis von MAK P4 zu MAK L42 bei einem BSE-Isolat
(R128/04), einem Isolat klassischer Scrapie (S 33/02) und drei Isolaten atypischer
Scrapie.

4.2.1.4 PK-Stabilitit

Die Untersuchung der PK-Stabilitét erfolgte an den atypischen Scrapieisolaten S 39/02 und S
40/04. Als Kontrollen wurden ein klassisches Scrapieisolat (S 33/02), ein BSE-Isolat (R
128/04) und ein negatives Schaf verwendet. Das PrP des negativen Schafes wurde schon bei
einer PK-Konzentration von 25 pg/ml vollstindig verdaut. Das PrP* des klassischen Scrapie-
isolates und des BSE-Isolates war selbst nach PK-Verdau bei einer Konzentration von 1000
ng/ml noch als starkes Signal im Western Blot zu detektieren. Im Gegensatz dazu war bei den
beiden atypischen Scrapieisolaten das PrP* im Western Blot schon bei PK-Konzentration von
500 pg/ml nur noch sehr schwach zu detektieren und bei einer PK-Konzentration von 1000

png/ml war es fast komplett verdaut (Abb. 4.40).
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S 33/02 R 128/04

25 50 I 250 I 500 I 1000 [PK] 50 I 250 | 500 I 1000

S 40/04 Schaf-PrP¢

50 I 250 I 500 I 1000 [PK] 0 I I 25 I 50 I 250 | 500 I 1000

- e -

Abb. 4.40: PK-Stabilitét eines klassischen Scrapieisolates (S 33/02), eines BSE-Isolates (R
128/04), eines atypischen Scrapieisolates (S 40/04) und eines negativen Schafes.
Signalstidrke im Western Blot nach Inkubation mit PK-Konzentrationen von 0,
25, 50, 250 und 500 pg/ml PK fiir 1 Stunde bei 55°C (Western Blot, Antikorper
L42, PK: PK-Konzentration).

4.2.1.5 Deglykosylierung

Die Deglykosylierung wurde jeweils im Anschluss an eine PTA-Féllung durchgefiihrt. Dazu
wurden die atypischen Scrapieisolate S 39/02 und S 40/04 verwendet. Als Kontrolle diente
das klassische Scrapieisolat S 33/02 und das BSE-Isolat R 128/04. Ohne PK-Verdau war nach
der Deglykosylierung bei dem klassischen Scrapieisolat eine Zunahme des unglykosylierten
PrP* im Western Blot sichtbar (Abb. 4.41). Auch bei den atypischen Scrapieisolaten verklei-
nerte sich der Anteil der Bande I zugunsten der Banden II und III im Western Blot. Die
Deglykosylierung nach PK-Verdau war bei dem Scrapieisolat S 33/02 und dem BSE-Isolat R
128/04 durch die Abnahme der di- und monoglykosylierten PrP*-Bande und die Zunahme
der unglykosylierten PrP*-Bande deutlich zu erkennen. Im Gegensatz dazu war bei den PK-
verdauten atypischen Scrapieisolaten kein Unterschied zwischen der deglykosylierten und der

nicht deglykosylierten Probe zu sehen.
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M R 128/04 S 33/02 S 39/02 M
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Abb. 4.41: Das BSE-Isolat R128/04, das klassische Scrapieisolat S 33/02 und das atypische
Scrapieisolat S 39/02 nach PTA-Fillung und PK-Verdau mit und ohne Deglyko-
sylierung (Western Blot, MAK L42, M: Marker: Histidin-markierter FLI-Marker
mit Markern von 23,0 — 21,5 — 20,3 — 19,2 — 18,0 — 17,1 - 16,2 kDa GroBe,
PNGase F +/-: mit oder ohne Deglykosylierung).

4.2.2 Charakterisierung atypischer Scrapieisolate in der Maus

Die Ergebnisse der Ubertragungsversuche inklusive mittlere Inkubationszeiten, Ubertragungs-
raten und mittlere Lebensdauer sind fiir alle atypischen Scrapieinokulate und alle Mauslinien
in Tabelle 9.3.4 und in den Abbildung 4.42, 4.43. 4.44 und 4.45 vergleichend dargestellt.
Einen Uberblick iiber das Bandenprofil der mit atypischen deutschen Scrapieisolaten infizier-
ten Tgshp-Méuse gibt Abb. 4.46. Die Lasionsprofile werden fiir jedes Inokulat einzeln und
dann noch einmal vergleichend fiir die atypischen Scrapieisolate in den Tgshp-Midusen abge-
bildet (Abb. 4.47 und 4.48) und anschlieBend mittels der Clusteranalyse (Abb. 4.49) vergli-

chen.

4.2.2.1 Klinische Symptome, Ubertragungsraten und Inkubationszeiten

Tgshp-Miuse Alle elf deutschen atypischen Scrapieisolate lieBen sich auf Tgshp-Maiuse
iibertragen. Die Ubertragungsraten aller Mause mit positivem PrP*-Nachweis lagen dabei
zwischen 35 % bei dem Isolat S 10/02 bis 80 % bei dem Isolat S 38/02 und waren im Durch-
schnitt geringer als bei den mit klassischen Scrapieisolaten inokulierten Tgshp-Miusen. Die

Inkubationszeiten betrugen zwischen 283 Tagen bei dem Isolat S 25/02 und 421 Tagen bei
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Abb. 4.42: Ubertragungsraten und Inkubationszeiten aller aufgrund klinischer Symptome
euthanasierten Tgshp-Miuse bzw. aller Tgshp-Miuse mit positivem PrP°-
Befund sowie mittlere Lebensdauer aller infizierten Tgshp-Méduse pro Versuch
und von den Negativkontrollen. Das BSE-Isolat und die klassischen Scrapieisola-
te sind farblich heller dargestellt als die atypischen Scrapieisolate. Die Lingsbal-
ken geben den Standardfehler der Inkubationszeiten und der mittleren Lebens-
dauer an.
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dem Isolat S 36/02 und waren durchschnittlich etwas ldnger als bei den mit klassischen Scra-
pieisolaten infizierten Tgshp-Midusen. Keines der atypischen Scrapieisolate zeigte mittlere
Inkubationszeiten um 150 bis 180 Tage, wie es bei den klassischen Scrapieisolaten auftrat,
aber einzelne Miuse wurden nach Inkubationszeiten von 151 (S 14/03) bzw. 165 Tagen (S
18/02) aufgrund klinischer Symptome euthanasiert und waren PrP*-positiv. Der Standardfeh-
ler der mittleren Inkubationszeiten war deutlich gréBer als bei den klassischen Scrapieisolaten
und lag bei keinem der atypischen Scrapieisolate unter 10 (Tab. 9.3.4). Bei den Isolaten S
25/02 und S 36/02 war er mit 10,9 bzw. 13,3 am niedrigsten, bei den Isolaten S 14/03 und S
15/02 mit 49,4 und 53,5 am hochsten (Abb. 4.42).

Bei fiinf der elf untersuchten atypischen Scrapieisolate (S 18/02, S 25/02, S 36/02, S 38/02, S
14/03) waren alle Mause, bei denen im Western Blot PrP5¢ nachgewiesen werden konnte,
auch in der Immunhistologie PrPSC-positiV. Bei vier Isolaten (S 15/02, S 37/02, S 39/02, S
40/02) waren ein oder zwei Miuse im Western Blot, nicht aber in der Inmunhistologie PrP*-
positiv und bei zwei Isolaten (S 10/02, S 26/03) war eine Maus in der Immunhistologie, nicht

aber im Western Blot PrP**-positiv.

Die Ubertragungsrate aller aufgrund klinischer Symptome euthanasierten Tgshp-Miuse war
deutlich hoher als die PrP**-Ubertragungsrate und lag bei neun der elf inokulierten atypischen
Scrapieisolate zwischen 90 und 100 %, d.h. deutlich mehr Tiere zeigten klinische Symptome,

als PrP>~Ablagerungen im Gehirn.
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Wildtypmauslinien In den drei Wildtypmauslinien konnte weder im Western Blot noch in

der Immunhistologie eine Ubertragung der atypischen Scrapieisolate nachgewiesen werden.

RIII-Miiuse Bei den Isolaten S 10/02, S 15/02, S 25/02 und S 37/02 lag die klinische Uber-
tragungsrate zwischen 90 und 100 %, bei allen anderen atypischen Scrapieisolaten zwischen
35 und 70 % (Abb. 4.43). Bei den Isolaten S 15/02 und S 25/02 war die klinische Inkubati-
onszeit mit 392,3 Tagen bzw. 385,4 Tagen auffallend kurz, der Standardfehler mit 11,4 bzw.
15,7 relativ niedrig. Die mittlere Lebensdauer bei diesen beiden Isolaten war fast genauso
kurz wie die klinische Inkubationszeit und somit deutlich niedriger als bei den Negativkon-
trollen. Bei dem Isolat S 14/03 war die klinische Ubertragungsrate mit 35,7 % zwar sehr
gering, da fiinf von 14 Maiusen aufgrund klinischer Symptome euthanasiert wurden, aber die
klinische Inkubationszeit war mit 422,4 Tagen sehr kurz und der Standardfehler lag bei 0,9 %,
da diese fiinf Méuse in einem Zeitraum von fiinf Tagen klinische Symptome zeigten. Bei dem
Isolat S 26/03 betrug die klinische Ubertragungsrate 60 %, die klinische Inkubationszeit war
mit 354,3 Tagen deutlich verkiirzt, die mittlere Lebensdauer lag bei 429,1 Tagen. Der Stan-
dardfehler war mit 39,8 bzw. 47,3 jedoch sehr gro8.

VM95-Miuse Bei den VM95-Miusen lag der Anteil der Miduse, welche aufgrund klinischer
Symptome euthanasiert wurden, sehr hoch. Sieben der elf inokulierten atypischen Scrapieiso-
late wiesen klinische Ubertragungsraten zwischen 80 und 100 % auf, bei drei Isolaten lag sie
zwischen 50 und 80 % und nur bei dem Isolat S 26/03 wurden lediglich 20 % der Méuse
aufgrund klinischer Symptome euthanasiert (Abb. 4.44). Die klinische Inkubationszeit aller
VMO95-Miuse war jedoch relativ lang und keines der Isolate zeigte eine klinische Inkubati-
onszeit unter 400 Tagen, wie es bei den RIII-Méusen der Fall war. VM95-Méuse zeigen aber
auch nach Inokulation mit klassischen Scrapieisolaten ldngere Inkubationszeiten als RIII-
Mause. Bei den Isolaten S 10/02, S 15/02, S 18/02, S 25/02 und S 40/02 betrug die klinische
Inkubationszeit zwischen 480 und 530 Tagen und auch die mittlere Lebensdauer aller in

diesen Versuchen eingesetzten Mause war deutlich kiirzer als bei den Kontrolltieren.

C57Bl6-Miiuse Bei den C57Bl16-Miusen war die klinische Ubertragungsrate deutlich gerin-
ger als bei den anderen Wildtypmauslinien. Nur bei den atypischen Scrapieisolaten S 25/02, S
38/02 und S 40/02 lag sie zwischen 67 und 94 %, bei allen anderen Isolaten zwischen 0 und
40 % (Abb. 4.45). Auffallend war die klinische Inkubationszeit der mit dem Isolat S 14/03
inokulierten C57B16-Miuse mit 382,3 Tagen, wobei aber nur drei von 15 Maiusen klinische
Symptome aufwiesen. Die mittlere Lebensdauer der Mause war nach Inokulation der Isolate S

25/02 und S 40/02 mit etwa 500 Tagen deutlich kiirzer als bei den Negativkontrollen.
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Abb. 4.43: Ubertragungsraten und Inkubationszeiten aller aufgrund klinischer Symptome
euthanasierten RIII-Miuse bzw. aller RIII-Mause mit positivem PrP*-Befund
sowie mittlere Lebensdauer aller infizierten RIII-Mause pro Versuch und von den
Negativkontrollen. Das BSE-Isolat und die klassischen Scrapieisolate sind farb-
lich heller dargestellt als die atypischen Scrapieisolate. Die Langsbalken geben
den Standardfehler der Inkubationszeiten und der mittleren Lebensdauer an.
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Abb. 4.44: Ubertragungsraten und Inkubationszeiten aller aufgrund klinischer Symptome
euthanasierten VM95-Miuse bzw. aller VM95-Miuse mit positivem PrP*-
Befund sowie mittlere Lebensdauer aller infizierten VM95-Méuse pro Versuch
und von den Negativkontrollen. Das BSE-Isolat und die klassischen Scrapieisola-
te sind farblich heller dargestellt als die atypischen Scrapieisolate. Die Langsbal-
ken geben den Standardfehler der Inkubationszeiten und der mittleren Lebens-
dauer an.
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Abb. 4.45: Ubertragungsraten und Inkubationszeiten aller aufgrund klinischer Symptome
euthanasierten C57B16-Méuse bzw. aller C57Bl6-Miuse mit positivem PrP*-
Befund sowie mittlere Lebensdauer aller infizierten C57B16-Miuse pro Versuch
und von den Negativkontrollen. Das BSE-Isolat und die klassischen Scrapieisola-
te sind farblich heller dargestellt als die atypischen Scrapieisolaten. Die Langs-
balken geben den Standardfehler der Inkubationszeiten und der mittleren Lebens-
dauer an.
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4.2.2.2 Proteinbiochemische Charakterisierung

Eine Ubertragung der atypischen Scrapieisolate konnte bei den Tgshp-Miusen nachgewiesen
werden. Alle elf deutschen atypischen Scrapieisolate zeigten im Western Blot vier PrP*-
Banden, d.h. das Bandenmuster der atypischen Scrapie im Schaf fiihrte in Tgshp-Méusen zur
Ausbildung des gleichen PrP*-Musters (Abb. 4.46). Die PrP**-Banden III und IV waren
dabei die Banden mit der groften Signalstirke im Western Blot, die PrP%-Bande IV hatte

eine Molekularmasse von etwa 11 kDa.

In den mit atypischer Scrapie infizierten Wildtypmauslinien konnte bis auf einige Ausnahmen
kein Signal im Western Blot detektiert werden. Bei ldngerer Expositionszeit trat ein schwa-
ches Signal mit mehreren Banden bei sechs RIII-M&usen und zwei VM-Mausen, die mit dem
Isolat S 25/02 inokuliert worden waren sowie ein schwaches Signal mit nur einer Bande bei
einer C57Bl6-Maus, die mit dem Isolat S 36/02 inokuliert worden war, auf. Da fiir eine weite-
re PTA-Fallung zur Absicherung dieser Ergebnisse nicht ausreichend Material zur Verfiigung
stand und diese Méuse in der Immunhistologie PrP**-negativ waren, erscheint die Durchfiih-

rung einer Subpassage indiziert.
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4.2.2.3 Histologische Charakterisierung

Tgshp-Miuse Histopathologisch zeigten die mit atypischen deutschen Scrapieisolaten infi-
zierten Tgshp-Miuse ein sehr einheitliches Bild. PrP**-Ablagerungen waren als grobschollige
Ablagerungen in der Molekularschicht vom Kleinhirn (Abb. 9.41, 9.42, 9.43 und 9.44), als
granuldr erscheinende Plaques im Corpus callosum (Abb. 9.45a, 9.45¢c), als feingranuldre
Ablagerungen in der lakunaren Molekularschicht vom Hippocampus (Abb. 9.45b) und ver-
einzelt im lateralen Thalamus nachweisbar. Zelluldre PrPSC-Ablagerungen waren nicht zu
beobachten. In der Milz der Tgshp-Miuse konnte kein PrP* nachgewiesen werden. Die Glio-
se korrelierte iiberwiegend zur PrP*°-Ablagerung und trat gering- bis mittelgradig in der
Molekularschicht vom Kleinhirn, im Corpus callosum und Hippocampus (Abb. 9.46) auf.
Obwohl in der Granularschicht vom Kleinhirn keine PrP**-Ablagerungen nachweisbar waren,
kam in dieser Zone dennoch eine deutliche Gliose vor (Abb. 9.48). Bei der Mehrheit der
infizierten Tgshp-Maéuse stellte sich die Granularschicht des Kleinhirns in der H.-E.-Farbung
sehr stark aufgelockert dar und im Gegensatz zu uninfizierten Kontrollmdusen waren die
Zellkerne der Granularschicht deutlich weniger angefdarbt (Abb. 9.51, 9.53). Zusammenfas-

send konnte die Morphologie der Granularschicht deswegen als irregulér bezeichnet werden.

Eine Vakuolisierung war bei den mit atypischen deutschen Scrapieisolaten inokulierten
Tgshp-Méusen in den Ebenen G3, G6, G8, G9 und W1, W2 und W3 nachweisbar, alle ande-
ren Regionen waren nicht vakuolisiert. Die Lisionsprofile sind Abb. 4.47 und Tab. 9.3.10 zu
entnehmen. Bei den Méusen, die in der Immunhistologie und im Western Blot die stirksten
PrP%¢-Ablagerungen im Gehirn zeigten, stellte sich die Vakuolisierung der genannten Ebenen
stirker dar als bei den Miusen, bei denen nur geringe PrP*-Ablagerungen auftraten. Nach
Inokulation aller atypischen Scrapieisolate trat im Hippocampus (G6) der Tgshp-Mause eine
deutliche Vakuolisierung auf (Abb. 9.49, 9.50), die Mittelwerte fiir diese Region lagen zwi-
schen einem Vakuolisierungsgrad von 0,8 bei dem Isolat S 10/02 und 3,0 bei den Isolaten S
25/02 und S 36/02. Bei einzelnen Mausen wurde ein Lisionsgrad bis 4 beobachtet. Die Vaku-
olen waren dabei oft auf die lakunare Molekularschicht begrenzt. Daneben waren auch der
Colliculus superior (G3) und der Cortex auf Ebene des Zwischenhirns (G8) und des Endhirns
(G9) vakuolisiert. Bei sieben atypischen Scrapieisolaten betrug der Mittelwert des Vakuolisie-
rungsgrades im Colliculus superior zwischen 0,4 und 0,8, bei vier Isolaten zeigte keine der
infizierten Miuse in diesem Gebiet Vakuolen. Bei den Einzeltieren wurde in dieser Region
ein Lasiongrad bis 1 beobachtet, nur eine Tgshp-Maus, die mit dem Isolat S 38/02 infiziert
worden war, zeigte einen Vakuolisierunggrad von 2. Die Ebenen G8 und G9 (Cortex) waren

bei zehn bzw. neun von elf atypischen Scrapieisolaten vakuolisiert. Auch hier betrug der
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Abb. 4.47: Lisionsprofil der mit atypischen deut-
schen Scrapieisolaten inokulierten Tgshp-Mause

(Abbildungsbeschriftung s. Abb. 4.17).
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Liasionsgrad der Einzeltiere bis auf zwei Ausnahmen bei den Isolaten S 36/02 und S 38/02,
wo jewells eine Maus einen Vakuolisierungsgrad von 2 in dieser Region aufwies, als Maxi-
mum 1 Lisionsgrad. Bei der weilen Substanz war die Decussatio tegmenti (W2) am wenigs-
ten vakuolisiert: Nur bei drei Isolaten lag der mittlere Vakuolisierungsgrad zwischen 0,1 und
0,2. Die weile Substanz vom Kleinhirn (W1) war bei allen elf atypischen Scrapieisolaten und
die Capsula interna (W3) bei zehn Isolaten vakuolisiert, der mittlere Vakuolisierungsgrad lag
zwischen 0,3 und 1,0 bzw. 0,1 und 1,0. Der Vakuolisierungsgrad der Einzeltiere war bis auf
zwel mit dem Isolat S38/02 infizierten Mause auf ein Maximum von 1 Lésionsgrad begrenzt.

In den Regionen G1, G2, G4, G5 und G7 wurde dagegen keine Vakuolisierung beobachtet.

Clusteranalyse Die Ahnlichkeit der Lisionsprofile der atypischen deutschen Scrapieisolate

wird durch die Clusteranalyse bestétigt. Der maximale Abstand zwischen einzelnen Isolaten

liegt bei 1,6 (Abb. 4.49).

In Abbildung 4.48 sind die Lasionsprofile der Tgshp-Mause nach Inokulation mit elf deut-
schen atypischen Scrapieisolaten und die Lésionsprofile von Tg338-Méusen nach Erstinfekti-
on und Subpassage mit norwegischen und franzdsischen atypischen Scrapieisolaten (LE DUR
et al. 2005) vergleichend dargestellt. Die Maxima der Vakuolisierung liegen bei allen atypi-
schen Scrapieisolaten in den Regionen G3, G6 und G8, in den Regionen G1, G2, G4, G5 und
G7 konnte keine Vakuolisierung nachgewiesen werden. Lediglich in der Vakuolisierung der
weillen Substanz (Regionen W1 bis W3) ist ein Unterschied zwischen deutschen und franzo-

sischen bzw. norwegischen atypischen Scrapieisolaten nachweisbar.
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Gehirnregion

Abb. 4.48: Lisionsprofil der Tgshp-Méause nach Inokulation mit elf deutschen atypischen
Scrapieisolaten und Lasionsprofil der Tg338-Mause nach Erstinfektion und Sub-
passage mit norwegischen und franzosischen atypischen Scrapieisolaten (Abbil-
dungsbeschriftung s. Abb. 4.17).

Atypische Scrapie, Deutschland, Tgshp, Erstinfektion (11 Isolate)

Atypische Scrapie, Norwegen, Tg338, Erstinfektion (2 Isolate)

Atypische Scrapie, Norwegen, Tg338, Subpassage (2 Isolate)

Atypische Scrapie, Frankreich, Tg338, Erstinfektion (3 Isolate - Genotyp ARR/ARR)

S E2 4,

Atypische Scrapie, Frankreich, Tg338, Erstinfektion (5 Isolate - andere Genotypen)

In die Clusteranalyse wurden zusdtzlich die norwegischen und franzdsischen atypischen
Scrapie-Fille mit hineinbezogen. Wurden alle zwdlf Regionen vergleichend betrachtet, so
betrug der maximale Abstand der Cluster 5,2 (Abb. 4.49). Betrachtet man nur die neun Regi-
onen der grauen Substanz, so zeigt sich auch daran die hohe Ahnlichkeit innerhalb der euro-

péischen atypischen Scrapieisolate.
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Atypische Scrapie |

Distare=

Distar=

Abb. 4.49: Dendrogramm zur Darstellung der Ahnlichkeit der Lisionsprofile bei Tgshp-
Mausen nach Inokulation mit elf deutschen atypischen Scrapieisolaten und bei
Tg338-Maiusen nach Erstinfektion (EI) bzw. Subpassage (SP) mit norwegischen
(Nor98) und franzosischen atypischen (ScA-Frl und ScA-Frll) Scrapieisolaten. Je
geringer die Distanz zweier Isolate auf der Y-Achse ist, umso groBer ist die Ahn-
lichkeit der Isolate. Im oberen Diagramm umfasst die Clusteranalyse alle 12 Re-
gionen des Lasionsprofils, im unteren Diagramm nur die 9 Regionen der grauen
Substanz.
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Wildtypmauslinien Bei den mit atypischen Scrapieisolaten infizierten Wildtypmauslinien
war mittels Immunhistologie kein PrP* in den Gehirnen oder in der Milz nachweisbar. Die
Gliose war bis auf wenige Ausnahmen alterstypisch. Bei einem Teil der RIII- und der VM95-
Maiuse und dem tiberwiegenden Teil der C57B16-Méuse traten Altersvakuolen in der weillen
Substanz vom Kleinhirn auf. Ein Hydrocephalus trat bei einem Teil der mit den Isolaten S
37/02 und S 14/03 inokulierten VM95-Méusen sowie bei mehr als der Hélfte aller inokulier-
ten C57B16-Méuse in Erscheinung.

Vereinzelt kamen homogen erscheinende Reaktionsmuster in einem oder mehreren Milzfolli-
keln vor, denen die spezifische granuldre Darstellung von PrP in der Milz jedoch fehlte.
Dies war bei zwei RIII- und fiinf C57B16-Méusen, die mit dem Isolat S 25/02 inokuliert
wurden waren, bei einer mit dem Isolat S 36/02 inokulierten C57B16-Maus (Abb. 9.58) und
bei einer mit dem Isolat S 39/02 inokulierten C57B16-Maus (Abb. 9.57) der Fall. Bei einer
VMO95-Maus, die mit dem Isolat S 37/02 inokuliert wurden war sowie bei drei VM95-
Maiusen, die mit dem Isolat S 38/02 inokuliert wurden waren und bei denen im Western Blot
kein PrP* detektiert werden konnte, trat in der Immunhistologie in der lakunaren Molekular-
schicht vom Hippocampus ein fein-granulires Reaktionsmuster auf, das dem PrP®-
Ablagerungsmuster von der Lokalisation und der Art bei den Tgshp-Médusen sehr dhnlich sah
(Abb. 9.55 und 9.56). Bei den mit dem Isolat S 39/02 inokulierten RIII-Mausen war trotz
negativem PrP*-Nachweis in der Immunhistologie und im Western Blot bei allen Mausen
eine Gliose, die iiber das altersspezifische MaB hinausging, zu verzeichnen. Uber alle Ebenen
lag eine gleichmdBig verteilte Vakuolisierung vor, bei zwei Méusen traten im Corpus callo-
sum Vakuolennester mit zahlreichen Makrophagen auf (Abb. 9.59 und 9.60). Weiterhin auf-
féllig war eine mittelgradige herdformige Gliose bei vier VM95-Méusen, die mit dem Isolat S
18/02 inokuliert wurden waren sowie eine lokale Vakuolisierung im Corpus callosum mit

umgebenden Makrophagen bei einer mit dem Isolat S 14/03 infizierten RIII-Maus.



118 Diskussion

5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung deutscher klassischer und atypischer Scrapieiso-
late. Die klassischen Scrapieisolate sollten durch biochemische und histologische Stammcha-
rakteristika definiert und dadurch vom BSE-Erreger abgegrenzt werden. Diese Untersuchun-
gen wurden dabei zum Vergleich der angewandten Differenzierungsmethoden sowohl direkt
am Schafmaterial (FLI-Test) als auch im klassischen Maus-Bioassay durchgefiihrt. Neben den
bisher verwendeten Inzuchtmauslinien RIII, VM95 und C57B16 wurde dabei zusitzlich eine
transgene Mauslinie, Tgshp, welche das Schafprionprotein liberexprimiert, zur Stammcharak-

terisierung verwendet.

Bei den atypischen Scrapieisolaten sollten biochemische Charakteristika direkt am Schafma-
terial erfasst werden, weiterhin sollte die Infektiositit und somit der Nachweis der Ubertrag-
barkeit im Mausmodell untersucht und wenn moglich, eine Abgrenzung zum BSE-Erreger

durchgefiihrt werden.

5.1 Charakterisierung klassischer Scrapieisolate

5.1.1 Charakterisierung klassischer Scrapieisolate am Schafmaterial (FLI-Test)

Im FLI-Test wurden 36 deutsche klassische Scrapieisolate, ein Isolat oviner BSE und zwei
BSE-Isolate anhand der Glykosylierungsverhiltnisse, des Antikdrperbindungsverhéltnisses

und der Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande genauer charakterisiert.

Zeigt ein Scrapieisolat in allen drei biochemischen Charakteristika Abweichungen zur klassi-
schen Scrapie-Kontrolle, so wird es als BSE-verdéchtig eingestuft und zur weiteren Differen-
zierung im Mausbioassay untersucht. Dies gilt, wenn der Anteil der diglykosylierten PrP®-
Bande mehr als 50 % am Gesamtsignal im Western Blot betrigt, wenn das Antikorperbin-
dungsverhiltnis von MAK P4 zu MAK L42 niedriger als 0,4 ist und wenn die Molekularmas-
se der unglykosylierten PrP%-Bande um mehr als 0,5 kDa niedriger ist als das der internen

Scrapie-Kontrolle.

Die Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande war bei allen 36 untersuchten Scra-
pieisolaten hoher als das der BSE-Isolate und des Isolats oviner BSE. Die Molekularmasse
des ovinen BSE-Isolates war sogar noch niedriger als das des bovinen BSE-Isolates. Anhand
dieses biochemischen Charakteristikums konnten alle untersuchten Scrapieisolate sicher vom

BSE-Erreger abgegrenzt werden.

Das Antikorperbindungsverhiltnis lag bei 33 der 36 untersuchten Scrapieisolate im Bereich
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zwischen 0,8 und 2,0 und war somit deutlich héher als bei dem BSE-Isolat (0,1) und dem
Isolat oviner BSE (0,2). Lediglich ein Scrapieisolat, S 5/02, zeigte ein sehr niedriges Antikor-
perbindungsverhéltnis von 0,4. Die Molekularmasse und das Glykosylierungsverhéltnis lagen
jedoch im Bereich der fiir die Scrapie-Kontrolle ermittelten Werte und zwei andere Isolate
dieses Ausbruchs, S 3/02 und S 7/02, konnten in allen drei biochemischen Charakteristika
eindeutig als klassische Scrapie abgegrenzt werden. Dartiber hinaus lag bei den Isolaten S
4/02, S 6/02 und S 9/02 aus demselbem Ausbruch das Antikorperbindungsverhéltnis deutlich
iiber 1,2 (Arbeitsgruppe INNT, FLI), deshalb wurde die Probe S 5/02 ebenfalls als klassische

Scrapie eingestuft. Zur Absicherung dieser Ergebnisse wurde ein Mausbioassay durchgefiihrt.

Bei zwei Scrapieisolaten, S 23/02 und S 45/04, lag das Antikérperbindungsverhéltnis mit 3,3
bzw. 2,4 sehr hoch. Beide Proben zeigten im Western Blot jedoch sehr geringe Signalstirken
und lagen an der unteren Grenze des linearen Messbereiches des VersaDoc Imaging Systems.
Es muss daher bedacht werden, dass der MAK P4 im Bereich niedriger Signalstirken Scra-
pieproben unproportional stirker anfdarbt als der MAK L42, da er eine hohere Affinitit zu
Scrapie-PrP* als zu PrP* von BSE hat.

Das Glykosylierungsverhiltnis konnte bei 33 der 36 untersuchten Scrapieisolate ermittelt
werden. Drei Scrapieisolate, S 23/02, S 18/03 und S 104/04, zeigten zu geringe Signalstirken
im Western Blot, um fiir die Ermittlung der Glykosylierungsverhéltnisse verwendet werden
zu konnen. Bei allen untersuchten Scrapieisolaten dominierte zwar die diglykosylierte PrP-
Bande mit 38 bis 48 %, aber der Anteil der diglykosylierten PrP*-Bande der BSE-Isolate und
der ovinen BSE war mit 53 bzw. 55 % deutlich hoher. Lediglich bei einem Scrapieisolat,
S 32/02, betrug der Anteil der diglykosylierten PrP**-Bande 51 %. Da das Antikorperbin-
dungsverhiltnis dieses Isolates mit 1,8 und die Molekularmasse mit 18,1 kDa eindeutig im
Bereich der Scrapie-Kontrolle lagen, wurde das Isolat als Scrapie eingestuft und zur Absiche-
rung der Ergebnisse ein Mausbioassay durchgefiihrt. Dass es sich trotz des hohen Anteils der
diglykosylierten PrP**-Bande um ein klassisches Scrapieisolat handeln kann, steht in Uberein-
stimmung mit der Beschreibung natiirlicher Scrapieisolate, deren Glykosylierungsverhéltnisse
zwar dem des BSE-Erregers dhnelten, welche aber durch die Molekularmasse der unglykosy-
lierten PrP*-Bande von BSE abgegrenzt werden konnten (BARON et al. 1999, 2000). Dass
die Variabilitdt der Glykosylierungsverhéltnisse bei den Scrapieisolaten sehr grof3 ist (HILL et
al. 1998, HOPE et al. 1999), konnte auch fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Isola-

te bestétigt werden.
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5.1.2 Charakterisierung klassischer Scrapieisolate am Mausmaterial

5.1.2.1 Ubertragungsraten und Inkubationszeiten
Die Inkubationszeit war bei allen Isolaten in den Tgshp-Méusen am kiirzesten, da diese das
Schafprionprotein iiberexprimieren und somit die Effekte der Speziesbarriere, welche bei

Ubertragung von Schafscrapie auf Miuse auftritt, reduziert sind.

Auch das verwendete Scrapieisolat hat Einflull auf die Inkubationszeit. So traten z.B. bei dem
Isolat S 13/02 sehr kurze Inkubationszeiten und bei dem Isolat S 30/02 sehr lange Inkubati-
onszeiten in allen Mauslinien auf. Eine Ursache dafiir konnte in der Erhitzung einiger Inoku-
late auf 70°C fiir 10 min zur Reduktion einer moglichen bakteriellen Kontamination begriin-
det liegen: Die Inokulate S 3/02, S 5/02 , S 13/02 und S 17/02 wurden nicht, die anderen vier
klassischen Scrapieisolate wurden erhitzt. Da aber die Isolate S 32/02 und S 33/02 ebenfalls
relativ kurze Inkubationszeiten hervorriefen, scheint dieser Effekt nur gering zu sein. Daneben
hat die Erregerkonzentration im eingesetzten Inokulum einen Einfluf} auf die Inkubationszeit:
Die Scrapieisolate S 13/02 und S 30/02 stammen aus dem selben Ausbruch Giistrow, die
Probe S 30/02 wurde wegen der fehlenden Erkennung im Prionics LIA Schnelltest anfangs
als atypisch eingestuft. Wegen zu geringer Mengen an vorhandenem Gehirnmaterial konnte
bei diesem Isolat aulerdem nur ein 5 %iges Homogenat zur Inokulation verwendet werden.
Mbglich wire aber auch, dass die Probe S 30/02 wegen zu geringer Konzentrationen an PrP®
in den Schnelltests nicht erkannt wurde. Eine damit assoziierte geringe Erregerkonzentration

konnte auch die langen Inkubationszeiten erkldren.

Der Streuungsbreite der Inkubationszeiten ist bei der Erstpassage oft sehr grof8. Erst durch
nachfolgende Subpassagen verkiirzt sich der Standardfehler der Inkubationszeiten auf unter
2 %. Der Standardfehler lag bei einem Teil der im Rahmen dieser Arbeit inokulierten Tgshp-
Maiusen und RIII-Mé&usen schon in der Erstpassage deutlich unter 10 % und war bei diesen
beiden Mauslinien im Durchschnitt niedriger als in den VM95- und C57Bl16-Méusen. Die
Ursachen dafiir konnen zum einen in der hohen Konzentration an PrP*® im Inokulum als auch
an der Empfanglichkeit der verwendeten Mauslinie liegen. Bei dem Isolat S 3/02 betrug der
Standardfehler der Inkubationszeiten in allen inokulierten Wildtypmauslinien 4 bis 5 %, was
vermuten lasst, dass bei diesem Isolat die PrP%°-Konzentration im Inokulum sehr hoch war

und dass es sich um kein Erregergemisch, sondern einen einzelnen Scrapiestamm handelt.

Die Ubertragungsraten waren bei allen Isolaten in allen Mauslinien bis auf zwei Ausnahmen
sehr hoch. Bei dem Isolat S 3/02, welches auch sehr kurze Inkubationszeiten in allen Mausli-

nien aufwies, trat in allen Mauslinien eine Ubertragungsrate von 100 % auf, was auf eine sehr



Diskussion 121

hohe Erregerkonzentration im Inokulum hinweist. Bei dem Isolat S 30/02 kamen in allen
Mauslinien nicht nur sehr lange Inkubationszeiten, sondern auch sehr geringe Ubertragungs-
raten zwischen 30 und 60 % vor. Das BSE-Isolat zeigte in den Wildtypmauslinien sehr lange
Inkubationszeiten, die Ubertragungsraten waren in den VM95- und C57Bl6-Miusen sehr
gering. Die Ursache kann auch hier in der reduzierten Konzentration von PrP* im Inokulat

liegen.

In fast allen Mauslinien wurden Méuse aufgrund klinischer Symptome euthanasiert, bei denen
jedoch kein Nachweis von PrP gelang. Diese Beobachtung wurde auch von anderen Autoren
beschrieben: Nach Ubertragung des BSE-Erregers auf Miuse traten in diesen zwar klinische
Symptome auf und die Inkubationszeiten waren deutlich kiirzer als bei den Kontrolltieren,
aber bei mehr als 55 % der Tiere konnte kein PrP*° nachgewiesen werden. Bei diesen Tieren
wurde histologisch Nervenzelldegenerationen nachgewiesen, eine Vakuolisierung und Astro-
zytose trat jedoch nur bei den Miusen mit positivem PrP>°-Nachweis auf. Wurden diese Tiere
jedoch fiir weitere Subpassagen verwendet, kam es zum Auftreten PrP>-positiver Mause und
zu einer weiteren Verkiirzung der Inkubationszeiten (LASMEZAS et al. 1997). Die Autoren
postulieren, dass dieses Charakteristikum einerseits durch die Nachweisgrenze fiir PrP*® in
den verwendeten Methoden begriindet sein kann, andererseits weise die Trennung von PrP*
und Infektiositit darauf hin, dass neben PrP auch noch andere Faktoren bei der Ubertragung
der TSEn eine Rolle spielen konnten. Neben der Nachweisgrenze fiir PrP*° kann dieser Unter-
schied auch durch die Existenz von PK-sensitivem PrP> (SAFAR et al. 1998, PASTRANA et
al. 2006) oder durch das Vorkommen mehrerer Scrapiestimme in einem Scrapieisolat erklart

werden.

Im Gegensatz dazu gab es auch Mause, die trotz fehlender Klinik spédter im Western Blot oder
in der Immunhistologie positiv auf PrP*° getestet wurden. Im Western Blot wird eine relativ
groe Menge an Gehirnhomogenat eingesetzt, bei den klassischen Scrapieisolaten waren es
1,25 mg und bei den atypischen Scrapieisolaten durch die Anreicherung in der PTA-Féllung
sogar 50 mg. In der Immunbhistologie, die im Allgemeinen als sensitiver gegeniiber dem Wes-
tern Blot gilt, kann dagegen eine einzelne PrP*-positive Zelle dargestellt werden. Bei gerin-
gen PrP*-Konzentrationen im Gehirn muss es noch nicht zum Auftreten von klinischen Sym-
ptomen kommen. Wird die Maus in diesem Stadium der Erkrankung euthanasiert, kann trotz-
dem durch die Anreicherung der Gewebeproben im Western Blot oder die Darstellung einzel-

ner PrP*-positiver Zellen in der Immunhistologie der PrP*-Nachweis gelingen.

BSE-Isolate fiihren charakteristischerweise schneller in RIII- als in C57Bl16-Méiusen zur
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Erkrankung. Betridgt dabei die Differenz der mittleren Inkubationszeiten von RIII- zu C57Bl6-
Maiusen zwischen 77 und 140 Tagen bei Erstinfektion, so gilt dies als charakteristisch fiir den
BSE-Erreger (FRASER et al. 1992, BRUCE et al. 1994), was sich anhand des im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten BSE-Isolates bestétigen lieB. Die Isolate S 3/02 und S 17/02 rea-
gierten ebenfalls wie das BSE-Isolat sinc -homolog, d.h. die beiden sinc®’*’-Mauslinien RIII
und C57BI6 zeigten kiirzere Inkubationszeiten als die sinc’’”’-Mauslinie VM95. Der Abstand
der Inkubationszeiten von RIII- zu C57Bl6-Médusen war jedoch wesentlich geringer als bei
dem BSE-Isolat. Das Isolat S 30/02 lie3 sich diesem Schema nicht zuordnen, da die Inkubati-
onszeit der VM95-Méuse zwischen den Inkubationszeiten der RIII- und der C57Bl6-Méiuse
lag.

5.1.2.2 Proteinbiochemische Charakterisierung

Molekularmasse Die Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande war bei allen mit
klassischen Scrapieisolaten infizierten RIII- und Tgshp-Méusen hoher als bei den mit BSE
inokulierten Mausen. Zusammenfassend war durch die Molekularmasse in beiden Mauslinien
eine eindeutige Abgrenzung zum BSE-Erreger moglich. Die Ergebnisse aus dem FLI-Test fiir
die Molekularmasse der klassischen Scrapieisolate konnten im Mausbioassay bestitigt wer-

den.

Glykosylierungsverhiltnis Bei den mit BSE inokulierten RIII-Méusen war der Anteil der
diglykosylierten PrP%-Bande deutlich héher als bei allen mit klassischen Scrapieisolaten
inokulierten RIII-M&ausen. Auch das Isolat S 32/02, welches im FLI-Test durch einen hohen
Anteil der diglykosylierten PrP**-Bande aufgefallen war, konnte in den RIII-Méusen deutlich

vom BSE-Erreger abgegrenzt werden.

Bei den Tgshp-Mausen war die Unterscheidung anhand der Glykosylierungsverhéltnisses
nicht eindeutig moglich, da nicht nur die beiden BSE-Isolate, sondern auch drei der Scrapiei-
solate einen Anteil der diglykosylierten PrP**-Bande von iiber 50 % aufwiesen. Auch wenn
die beiden BSE-Isolate geringfiigig hohere Werte aufwiesen, reichen diese nicht fiir eine

eindeutige Unterscheidung aus.

Antikérperbindungsverhéltnis In den RIII-Mé&usen war durch die Verwendung verschiede-
ner Antikorper die Differenzierung zwischen BSE und Scrapie moglich: Die Antikorper
SAF32 und 3B5, die im Bereich der PK-Schnittstelle binden, detektierten alle klassischen
Scrapieisolate, nicht jedoch die mit dem BSE-Erreger inokulierten Méduse. Der Antikdrper
Ral0, der im Kernbereich des Prionprotein bindet, welcher nach PK-Verdau erhalten bleibt,

erkannte dagegen sowohl die BSE-Probe als auch die Scrapieisolate.
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Auch bei den Tgshp-Miusen war die Unterscheidung zwischen BSE und Scrapie mit Hilfe
des Antikorperbindungsverhiltnisses moglich und bestdtigte die im FLI-Test am Schafmateri-
al ermittelten Ergebnisse. Auffillig ist lediglich das Isolat S 5/02: Wiahrend das Antikorper-
bindungsverhiltnis am Schafmaterial mit 0,4 mit dem Ergebnis bei den Tgshp-Mausen mit
0,3 lbereinstimmt, steht dieses Ergebnis im Gegensatz zur deutlichen Detektion des Isolates

in den RIII-Mé&usen mit den MAKs SAF32 und 3B5.

Langzeit-ProteinaseK-Verdau Beim Langzeit-ProteinaseK-Verdau in den Proben der RIII-
Maiuse war anhand der deutlichen Reduktion der Signalintensitét bei der BSE-Probe im Kon-
trast zu den Proben der sieben klassischen Scrapieisolate die Differenzierung vom BSE- zum
Scrapieerreger eindeutig moglich. Dies stimmt mit Ergebnissen anderer Ubertragungsversu-

che klassischer Scrapieisolate {iberein (JUNGHANS 2004).

In den Proben der Tgshp-Méuse zeigten die BSE-Isolate und das Isolat oviner BSE dagegen
keine deutliche Reduktion der Signalstirke. Weiterhin war auch bei den Proben der klassi-
schen Scrapieisolate kein einheitliches Verhalten nachweisbar: Wihrend einige Isolate eine
deutliche Reduktion der Signalstirke aufwiesen, war die Signalstirke bei anderen Isolaten
weniger stark reduziert, auch wenn sie aus demselben Ausbruch stammten. Somit scheint
anhand des Langzeit-PK-Verdau bei den Tgshp-Mausen dhnlich wie bei den VM95-Méusen
(JUNGHANS 2004) keine Unterscheidung zwischen BSE und Scrapie moglich zu sein. Wo-
durch die hohe Stabilitit des PrP*® von BSE in den Gehirnen der Tgshp-Méuse und anderer-
seits die niedrige Stabilitdt in den Gehirnen der RIII-Méduse begriindet liegt, ist nicht bekannt,
Ursachen konnten jedoch in den unterschiedlichen genetischen Hintergriinden der Mauslinien

liegen.

5.1.2.3 Histologische Charakterisierung

Als charakteristisch fiir BSE gilt das Lasionsprofil der Erstpassage in RIII-Mé&usen, wobei die
Maxima der Vakuolisierung in der Medulla, im Hypothalamus und im Septum zu finden sind.
GREEN et al. (2005) konnten dies anhand von 150 Erstpassagen in RIII-M&usen bestétigen.
Das BSE-Lisionsprofil in VM95-Méusen ist dagegen nicht so charakteristisch wie bei der
Erstpassage in RIII-Mausen.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten acht klassischen Scrapieisolaten zeigten die
zwei Isolate S 3/02 und S 5/02 bei den RIII-Miusen die gleichen Maxima wie BSE in Medul-
la, Hypothalamus und Septum. Aufgrund der Cluster-Analyse ergab sich weiterhin eine Ahn-
lichkeit zu BSE bei der S 29/02 in den RIII-Mé4usen und den Isolaten S 5/02, S 17/02, S
29/02, S 32/02 und S 33/02 in den VM95-Méusen. Anhand der Lisionsprofile der Tgshp-
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Maiuse und der vergleichenden Clusteranalyse aller Mauslinien lieen sich jedoch alle unter-
suchten Scrapieisolate von BSE abgrenzen. Die Erstellung von Lasionsprofilen in den Tgshp-
Maiusen wurde im Rahmen dieser Arbeit neu etabliert, somit standen im Gegensatz zur den
Lisionsprofilen in den RIII- und VM95-Méusen keine Vergleichsdaten zur Verfiigung. Die
Lasionsprofile weiterer Scrapieisolate nach Inokulation in Tgshp-Mause sind notwendig, um

die Aussagefdhigkeit dieser Methode zu beurteilen.

Die Ahnlichkeit der Isolate S 13/02 und S 30/02 und der Isolate S 17/02 und S 29/02 nach
Inokulation in VM95-Méuse konnte durch das Vorhandensein von zwei Scrapiestimmen
innerhalb eines Ausbruchs erklirt werden. Die Ahnlichkeit der Lisionsprofile der beiden
Isolate S 32/02 und S 33/02 in den VM95-Miusen ist in der Clusteranalyse offensichtlich,
obwohl beide Isolate aus verschiedenen Ausbriichen stammen, zwischen denen kein geogra-

phischer oder epidemiologischer Zusammenhang nachweisbar ist.

Das Isolat S 13/02 zeigte sehr kurze Inkubationszeiten in allen drei Mauslinien, was auf einen
hohen Erregertiter im Inokulum schlieBBen ldsst. Dieser hohe Titer fiihrte neben einer kurzen
Inkubationszeit zu einer starken PrP**-Ablagerung und damit zu einer hochgradigen Vakuoli-
sierung. Die Maxima der Vakuolisierung waren bei dem Isolat S 13/02 in den einzelnen
Mauslinien oft denen der anderen Isolate aus dem Ausbruch Giistrow dhnlich, unterschieden
sich aber deutlich in der Stirke des Vakuolisierungsgrades, obwohl alle betroffenen Tiere
denselben Genotyp ARQ/ARQ trugen und daher grundsitzlich gleich empfénglich fiir eine

Scrapieinfektion waren.

Eine Zuordnung der einzelnen Isolate anhand ihrer Ahnlichkeit zu den drei verschiedenen
Ausbriichen ist nach der vergleichenden Clusteranalyse nicht mdglich. Die Ursachen dafiir
konnen entweder durch die groBe Variation der Lésionsprofile, die wihrend einer Erstpassage
noch mdglich ist oder durch die Koexistenz mehrerer Scrapie-Stdmme in den verschiedenen
Ausbriichen begriindet sein. Ahnlich wie bei dem Isolat S 13/02 ist zum Teil anhand der
Verlaufslinie des Lisionsprofils eine Ahnlichkeit zwischen verschiedenen Isolaten nachweis-
bar. Wenn diese Verlaufslinie jedoch durch eine generell héhere Vakuolisierung in einem
Isolat um einen oder mehrere Vakuolisierungsgrade ,,angehoben wird, kann diese Ahnlich-

keit anhand der Clusteranalyse nicht mehr nachvollzogen werden.

Vergleich der Lisionsprofile eines Isolates in den verschiedenen Mauslinien Die Vakuoli-
sierungen in den RIII- und VM95-Méusen war bei fast allen Isolaten im Durchschnitt stiarker
als die bei den Tgshp-Mausen. Nur nach Inokulation mit den Isolaten S 17/02, S 29/02, S

32/02 und BSE waren alle drei Mauslinien dhnlich stark vakuolisiert. Insgesamt wichen die
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Liasionsprofile eines Scrapieisolates in den drei verwendeten Mauslinien RIII, VM95 und
Tgshp bis auf wenige Ausnahmen voneinander ab. Bei den Inokulaten S 29/02 und S 32/02
war der Thalamus in allen drei Mauslinien auffallend stark vakuolisiert. Thalamus, Hippo-
campus und Septum der mit S 33/02 inokulierten RIII- und VM95-Méuse zeigten einen dhnli-
chen Vakuolisierungsgrad. Auch das Lasionsprofil von BSE unterscheidet sich in Abhingig-
keit von der verwendeten Mauslinie (BRUCE et al. 2002). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit war das Lisionsprofil der mit BSE inokulierten RIII- und Tgshp-Méuse mit den Ma-
xima in den Regionen Medulla oblongata, Hypothalamus und Septum jedoch relativ dhnlich.
Der Genotyp einer Mauslinie beeinflusst neben der Inkubationszeit und dem Grad der PrP*-
Ablagerung auch den Grad der Vakuolisierung. Den verwendeten Mauslinien liegen drei
verschiedene Genotypen zugrunde: RIII-Mzuse tragen den s’s’-Genotyp des Mausprionpro-
teins, VM95-Miuse den p’p’-Genotyp des Mausprionproteins und Tgshp-Méuse das Gen fiir
das Schafprionprotein. Ob neben dem Prionproteingen andere genetische Loci einen Einflufl
auf die Auspriagung der pathologischen Verdnderungen haben, wie es fiir die Inkubationszeit

bei Méusen beschrieben wurde (MANOLAKOU et al. 2001), ist bisher nicht geklért.

PrP%-Ablagerungsmuster, Gliose und Plaques Das PrP*-Ablagerungsmuster ist sowohl
vom verwendeten TSE-Stamm als auch vom Genotyp der verwendeten Mauslinie abhingig.
Im Rahmen dieser Dissertation wurde es fiir alle Isolate beschrieben, nicht aber wie bei der
Bewertung der Vakuolisierung in bestimmten Regionen anhand bestimmter Grade einteilt, so
dass anhand des PrP%-Ablagerungsmusters keine Stammdifferenzierung durchgefiihrt wurde.
In Abhéngigkeit von den verwendeten Mauslinien gab es allerdings grundsitzliche Unter-
schiede in der Art der PrP*°-Ablagerung. Das PrP“-Ablagerungsmuster bei den RIII-Mausen
trat bei den klassischen Scrapieisolaten liberwiegend granuldr in Erscheinung, dabei waren
vor allem das Zwischenhirn und das Septum betroffen. Plaques traten einerseits als klassische
Plaques im Corpus callosum auf, wobei sie nur bei etwa der Halfte der Isolate nicht nur in der
Immunbhistologie, sondern auch in der H.E.-Féarbung darstellbar waren. Bei drei Isolaten
kamen vereinzelt Nester aus multizentrischen Plaques und Vakuolen im Corpus callosum vor.
Bei den VM95-Miusen war das Ablagerungsmuster grundsétzlich zwar auch granulir, je
stirker die PrP>-Ablagerung jedoch war, umso mehr trat die Ablagerung in Form zahlreicher,
granuldr erscheinender Plaques, die weit verteilt im Cortex von Mittelhirn bis Endhirn und auf
der Ebene des Zwischenhirns vorkamen, auf. Daneben kamen bei allen Isolaten zahlreiche
einfache Plaques in der Granularzellschicht und in der Molekularschicht des Hippocampus,
vereinzelt aber auch im Colliculus superior, Thalamus, Nucleus ruber und Nucleus caudatus

vor. Klassische Plaques, die sowohl in der H.E.-Férbung als auch in der Immunhistologie
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darstellbar waren, traten im Corpus callosum auf. Bei den Tgshp-Médusen, die mit den klassi-
schen Scrapieisolaten inokuliert worden waren, erschien die PrP*°-Ablagerung cher zellasso-
ziiert und betraf vor allem die Zellen der Medulla oblongata, der Nuclei vestibulares und der
Kleinhirnkerne auf Ebene D sowie die Zellen des Nucleus ruber auf Ebene C. Granulidr war
dagegen das Septum sowie weitverteilt die Ebene C angefarbt. Auffallig war das Vorkommen
zahlreicher klassischer Plaques im Corpus callosum, bei einzelnen Méusen reihten sich bis zu
12 Plaques aneinander. In den RIII- und VM95-Madusen traten bei den mit BSE infizierten
Mausen relativ wenig Plaques auf, doch in den Tgshp-Miusen kamen zahlreiche Plaques auch
bei dem BSE-Isolat vor. Ein Grund fiir das Vorkommen zahlreicher Plaques konnte in der
Vorbehandlung der histologischen Proben mit Ameisensdure liegen (BROWN et al. 2003,
GREEN et al. 2005). Ein Kennzeichen des BSE-Erregers soll nach GREEN et al. (2005) ein
geringes Vorkommen von Plaques in RIII-Mé&usen sein. Floride Plaques wurden in keiner der
Mauslinien beobachtet, die mit BSE bzw. den klassischen deutschen Scrapieisolaten inoku-

liert worden waren.

Die Gliose, die anhand der GFAP-Férbung dargestellt wurde und die als stete Begleiterschei-
nung einer TSE-Erkrankung gilt, trat bei allen Méusen, bei denen PrP*® nachgewiesen wurde,

auf und korrelierte mit der PrP**-Ablagerung.
5.1.3 Ausbriiche Kklassischer Scrapie

5.1.3.1 Ausbruch Borken, Nordrhein Westfalen

Zu diesem Ausbruch gehorten acht Suffolkschafe mit klassischer Scrapie, alle trugen den
Genotyp ARQ/ARQ. Drei Isolate, S 3/02, S 5/02 und S 7/02 wurden im FLI-Test untersucht
und bis auf das niedrige Antikorperbindungsverhéltnis von 0,4 bei dem Isolat S 5/02 gab es
keine Abweichungen von der Scrapie-Kontrolle. Auch drei weitere Isolate aus diesem Aus-
bruch, S 4/02, S 6/02 und S 9/02 zeigten ein fiir Scrapie typisches Antikdrperbindungsver-
héiltnis von mehr als 1,2. Die Isolate S 3/02 und S 5/02 wurden in Miuse inokuliert. In den
RIII-Méusen konnten beide Isolate biochemisch vom BSE-Erreger abgegrenzt werden. In den
mit dem Isolat S 5/02 inokulierten Tgshp-Miusen betrug der Anteil der diglykosylierten
PrP°-Bande 53 %, war aber geringer als bei dem BSE-Isolat. Die Molekularmasse der ungly-
kosylierten Bande lag deutlich hoher als das des BSE-Isolates. Der Langzeit-Proteinase K-
Verdau konnte in den Tgshp-Méusen nicht zur Differenzierung zwischen BSE und Scrapie
genutzt werden. Auffillig war das Antikorperbindungsverhalten bei dem Isolat S 5/02: Wih-
rend es am Schafmaterial sehr niedrig war, wurde in den RIII-M&usen das PrP*° sowohl vom

MAK SAF32 als auch vom 3B5 erkannt, in den Tgshp-Méusen lag es dagegen mit 0,3 wieder
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nur geringfiigig hoher als bei den Isolaten von BSE und oviner BSE. In diesem Ausbruch
scheint es sich daher um ein Gemisch verschiedener TSE-Stamme zu handeln, von denen
einer eine dhnliche PK-Sensitivitit oder PK-Schnittstelle wie der BSE-Erreger besitzt, wobei
dieser Stamm nur in den Tgshp-Méusen, nicht aber in den RIII-Mausen selektiert wird. Inte-
ressanterweise hat dieser Stamm keine verdnderte Molekularmasse der unglykosylierten
PrPSC—Bande, wie es bei einer unterschiedlichen PK-Schnittstelle zu erwarten wire. Da das
Isolat S 3/02 nicht in Tgshp-Miuse inokuliert worden war, konnte das Antikdrperbindungs-
verhéltnis in den Tgshp-Mdusen mit einem zweiten Isolat aus diesem Ausbruch nicht iiber-
priift werden. Histologisch traten bei den RIII-Miusen in einigen Regionen Ahnlichkeiten
zum Lasionsprofil des BSE-Erregers auf, anhand der Clusteranalyse sowie der Lésionsprofile
der VM95- und Tgshp-Miuse war jedoch eine Abgrenzung zum BSE-Erreger moglich. Zu-
sammenfassend konnten die Scrapieisolate des Ausbruches in Borken als klassische Scrapie
eingestuft werden, auch wenn zur abschlieBenden Beurteilung der Probe S 5/02 eine Subpas-

sage in VM95-Miusen notwendig ist.

5.1.3.2 Ausbruch Giistrow, Mecklenburg Vorpommern

Bei dem Ausbruch in Giistrow in Mecklenburg Vorpommern waren 16 Suffolkschafe einer
Herde betroffen. Alle Tiere trugen den Genotyp ARQ/ARQ. Sechs dieser Scrapieisolate,
darunter die Isolate S 17/02 und S 30/02, wurden anfangs wegen negativer Ergebnisse im
Prionics — Schnelltest als atypische Scrapieisolate eingestuft. Durch den FLI-Test und die
Inokulation in Méuse konnte fiir diese Isolate nachgewiesen werden, dass sie das fiir klassi-
sche Scrapie typische PrP*-Bandenmuster im Western Blot aufwiesen und den negativen
Schnelltestergebnissen wahrscheinlich ein geringer PrP*-Gehalt im Obex zugrunde lag. Als
Folge dieser Korrektur bei der Klassifizierung ist festzustellen, dass bisher in Deutschland
kein Ausbruch von Scrapie nachgewiesen wurde, bei dem sowohl klassische als auch atypi-
sche Scrapieisolate innerhalb derselben Herde vorkamen. Solche gemischten Infektionen
wurden dagegen im Vereinigten Konigreich beschrieben (Martin Groschup, pers. Mitteilung,
Insel Riems, 19.11.2006). Dabei war jedoch die Zuordnung der betroffenen Tiere zu einer
Ursprungsherde nicht immer eindeutig feststellbar. Daher sollten solche Mischinfektionen
durch weitergehende Untersuchungen verifiziert weren. Grundsdtzlich kann das gleichzeitige
Vorkommen in einer Herde durchaus mdglich sein. Sechs Isolate aus diesem Ausbruch wur-
den im FLI-Test untersucht (S 12/02, S 17/02, S 21/02, S 23/02, S 29/02, S 33/02) und fiinf
Isolate in Mause inokuliert (S 13/02, S 17/02, S 29/02, S 30/02, S 33/02). Sowohl im Schaf-

als auch im Mausmaterial war fiir alle Isolate eine Abgrenzung zum BSE-Erreger moglich.
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5.1.3.3 Ausbruch Hochsauerlandkreis, Nordrhein Westfalen

Bei dem Fall S 32/02 handelt es sich um ein Suffolkschaf mit dem Genotyp ARQ/ARQ, bei
dem als einziges Tier aus der betroffenen Herde Scrapie nachgewiesen werden konnte. Im
FLI-Test lag der Anteil der diglykosylierten PrP*-Bande bei 50 %, da die Molekularmasse
und das Antikorperbindungsverhéltnis im Bereich der klassischen Scrapie-Kontrolle lagen,
wurde das Isolat als klassische Scrapie eingestuft. Dieses Ergebnis konnte anhand der bio-
chemischen Untersuchungen in den RIII- und Tgshp-Miusen und anhand der zu BSE ver-
schiedenen Maxima der Lasionsprofile in allen drei Mauslinien bestdtigt werden. Auffallig
war lediglich, dass die Glykosylierungsverhéltnisse in den Tgshp-Mausen mit 52 % denen am
Schafmaterial dhnlicher waren als den Glykosylierungsverhéltnissen in den RIII-Mausen mit

41 %.

5.2 Charakterisierung atypischer Scrapieisolate

Uber die Natur des Erregers der atypischen Scrapie ist noch wenig bekannt. Deshalb wurden
am Schafmaterial proteinbiochemische Untersuchungen zur ndheren Charakterisierung des
Erregers durchgefiihrt. Diese sollten gleichzeitig eine Abgrenzung der atypischen Scrapie
vom BSE-Erreger ermdglichen. Um Aufschluss iiber die infektiosen Eigenschaften des Erre-

gers zu geben, erfolgten Inokulationen in verschiedene Mauslinien.

5.2.1 Charakterisierung atypischer Scrapieisolate am Schafmaterial

PrP-Bandenmuster und Molekularmasse Wie alle anderen bisher publizierten atypischen
Scrapie-Fille (BENESTAD et al. 2003, BUSCHMANN et al. 2004a, DE BOSSCHERE et al.
2004b, GAVIER-WIDEN et al. 2004, ONNASCH et al. 2004, ORGE et al. 2004, EPSTEIN
et al. 2005, DE BOSSCHERE et al. 2005, EVEREST et al. 2006) zeigten auch die vier deut-
schen Feldisolate S 18/02, S 39/02, S 14/03 und S 40/04 im Western Blot neben den drei
PrP%-Banden der klassischen Scrapie eine zusitzliche PrP*-Bande bei etwa 11 kDa. Bei
einem Isolat, S 40/04, war auBerdem eine weitere PrP>-Bande bei etwa 28 kDa zu detektie-
ren. Im Gegensatz zu den klassischen Scrapieisolaten stellt jedoch nicht die diglykosylierte
Bande prozentual den grofiten Anteil am Gesamtsignal im Western Blot dar, sondern die
Banden III und IV. Auch die Molekularmasse der Banden I bis III der atypischen Scrapieiso-
late unterscheidet sich von der Molekularmasse der drei PrP**-Banden der klassischen Scra-
pieisolate. Die atypische Scrapie stellt damit im Gegensatz zur klassischen Scrapie einen
neuen Erreger dar, wobei das Bandenmuster der atypischen Scrapieisolate innerhalb der

europdischen Schafpopulation einheitlich zu sein scheint.
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Epitopbestimmung mittels verschiedener PrP-Antikorper Das Prionprotein ist ein zellula-
res Protein, von dem posttranslational N-terminal ein 23 Aminoséduren grofles Signalpeptid
abgespalten wird und an Position 180 und 196 (Maus-Prion-Protein) N-verkniipfte Oligosac-
charide angefligt werden, so dass es als unglykosylierte, einfach oder zweifach glykosylierte
Form auftreten kann. Nach Proteinase K-Verdau wird N-terminal je nach stammspezifischer
PK-Schnittstelle ein 60 bis 70 Aminosduren langes Fragment abgespalten. Die PK-
Schnittstelle liegt bei Scrapie zwischen Aminosdure 81 bis 89 und fiir BSE zwischen 96 und
97. Mittels verschiedener Antikorper, deren Epitope iliber das gesamte Prionprotein verteilt
sind, wurden ein klassisches und zwei atypische Scrapieisolate und ein BSE-Isolat untersucht.
Antikorper, die N-terminal binden, wurden der Gruppe 1 zugeordnet. Vor PK-Verdau erkann-
ten sie alle vier untersuchten Isolate, nach PK-Verdau jedoch nicht mehr, da dieser N-
terminale Bereich durch PK-Verdau abgespalten wird. Die Bande IV der atypischen Scrapiei-
solate wurde jedoch auch vor dem PK-Verdau von diesen Antikorpern nur schwach detektiert.
Die Antikorper der Gruppe II und III enthalten Antikorper, die im Bereich der PK-
Schnittstelle binden. Auffallig ist dabei der MAK 3BS der Gruppe 11, der bisher zur Differen-
zierung zwischen BSE und Scrapie verwendet wurde: Er erkennt vor PK-Verdau alle Isolate,
nach PK-Verdau jedoch nicht mehr die atypischen Scrapieisolate und das BSE-Isolat. Im
Gegensatz dazu erkennen die Antikorper der Gruppe I nach PK-Verdau die atypischen und
die klassischen Scrapieisolate, nicht mehr jedoch das BSE-Isolat. Mit diesen Antikorpern ist
also eine Unterscheidung zwischen BSE und atypischer Scrapie moglich. Die PK-
Schnittstelle bei atypischer Scrapie scheint zwischen der von BSE und klassischer Scrapie zu
liegen, da die atypische Scrapie zwar von allen Antikérpern der Gruppe III, nicht aber vom
MAK 3BS5 erkannt wird. Die Antikorper der Gruppe IV detektieren vor und nach PK-Verdau
alle Isolate, inklusive der Bande IV bei den atypischen Scrapieisolaten. Dieser Teil des PrP
scheint also auch bei den atypischen Scrapieisolaten das PK-resistentes Kernstiick darzustel-
len. Unterschiede sind bei den Antikérpern der Gruppe V zu erkennen: Waihrend der C-
terminale Anteil des PrP bei BSE und klassischer Scrapie ebenfalls zum PK-resistenten Teil
des PrP gehort, ist dieses Epitop bei der Bande IV der atypischen Scrapieisolate schon vor
PK-Verdau und bei den Banden I bis Il nach PK-Verdau nicht mehr zu detektieren. Ein C-
terminaler Verdau durch Proteinase K wurde fiir alle anderen untersuchten PrP**-Formen
bisher jedoch noch nicht postuliert. Die Banden I bis III der atypischen Scrapie weisen vor
PK-Verdau dieselbe Molekularmasse auf wie das PrP* der klassischen Scrapie. Sie werden
N-terminal nach PK-Verdau jedoch ein Stiick weiter verdaut als die bei der klassischen Scra-

pie, jedoch nicht so weit wie BSE. C-terminal scheint entweder ebenfalls ein Verdau stattzu-
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finden oder die Epitope sind durch Konformationsdnderungen nicht mehr zugénglich. Die
Bande IV wird von den Antikdrpern der Gruppe I und II auch vor PK-Verdau nur schwach
oder gar nicht erkannt, so dass dieses Epitop auch schon bei unverdautem PrP fehlen konnte.
C-terminal scheint die Bande IV auch ohne PK-Verdau kiirzer zu sein als das PrP der klas-

sischen Scrapie (Abb. 5.1).
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85 96
- PK
Klassische Scrapie
ok [ R
-PK [ 1] | |
Atypische Scrapie (Bande I bis III)
+PK L |
-PK 0 |
Atypische Scrapie (Bande IV)
+PK ] |
-PK R | |
BSE
+PK | | |
Grupp I I | 0o v \Y
Epito 4560 51- | 5% 93163 143224
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Abb. 5.1:  Schematische Darstellung der Epitope bei klassischer Scrapie, atypischer Scrapie
(getrennte Darstellung der drei PrP>*-Banden I bis III und der PrP*-Bande IV)
und einem BSE-Isolat vor und nach Proteinase-K-Verdau nach Detektion mit
verschiedenen Antikorpern, welche alle Bereiche des PrP abdecken und je nach
angegebenem Epitop einer der fiinf Antikdrpergruppen zugeordnet wurden (PK-
Schnittstellen nach HAYASHI et al. 2005).

Differenzen zu anderen Publikationen (BENESTAD et al. 2003, ONNASCH et al. 2004, LE
DUR et al. 2005), die die benutzten Antikorper betreffen, konnen durch Unterschiede in den
verwendeten Methoden (Western Blot, Immunhistologie, PET-Blot), durch andere Aufreini-
gungsmethoden (PTA-Fillung) und durch den sehr starken PK-Verdau (1 h, 55°C, PK-

Konzentration 50 pg/ml), welcher im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, bedingt sein.

Die Gruppen der verschiedenen Antikorper iiberlappen zum Teil in ihren Epitopen. Eine
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Ursache dafiir kann darin liegen, dass die zur Immunisierung verwendeten Peptide des Pri-
onproteins teilweise mehr als 20 Aminosduren umfassen und daher die spezifischen Epitope
der verschiedenen monoklonalen Antikorper nicht iibereinstimmen miissen. Ein weiterer
Grund konnte darin liegen, dass zur Immunisierung von Mausen oder Ratten PrP-Peptide aus
verschiedenen Spezies verwendet werden. Die resultierende Sequenz des Immunogens muss

dann nicht vollig mit der Sequenz des ovinen PrP iibereinstimmen.

Antikorperbindungsverhéltnis Bei den drei untersuchten atypischen Scrapieisolaten S
39/02, S 14/03 und S 40/04 lag das Antikorperbindungsverhiltnis von MAK P4 zu MAK L42
deutlich iiber 1,0 und war damit der klassischen Scrapie dhnlicher als dem BSE-Isolat, wel-
ches vom MAK P4 nach Proteinase K-Verdau nicht mehr detektiert wird. Dass die drei atypi-
schen Scrapieisolate ein hoheres Antikorperbindungsverhéltnis als das klassische Scrapieiso-
lat zeigten, wird durch ihre relativ niedrige Signalstiarke im Western Blot begriindet. Je gerin-
ger die Signalstirke bei einem Scrapieisolat ist, umso hoher ist das Antikorperbindungsver-
hiltnis, da der MAK P4 im unteren Messbereich des VersaDoc Imaging System Scrapie

unproportional stirker erkennt als BSE.

Bei franzosischen atypischen Scrapieisolaten wurde dagegen eine verminderte Detektion mit
Antikorpern, die im Bereich der Proteinase-K-Schnittstelle binden, berichtet (Olivier Andreo-
letti, pers. Mitteilung, Greifswald, 24.05.2005). Bei diesem Differenzierungstest wird der
Proteinase-K-Verdau jedoch unter denaturierenden Bedingungen und erhéhten Proteinase-K-
Konzentrationen durchgefiihrt, so dass es zu einer Verstirkung der Proteolyse kommt. Da die
atypischen Scrapieisolate eine verminderte Resistenz gegeniiber Proteinase K besitzen, erfolgt
der Abbau des PrP> dann auch iiber die bei herkdmmlichem Proteinase K-Verdau (1 h, 55°C,

50 pg/ml Proteinase-K-Konzentration) entstehende Proteinase K-Schnittstelle hinaus.

Proteinase K-Stabilitit Wihrend die Unterscheidung zwischen BSE und Scrapie durch den
Langzeit-Proteinase K-Verdau moglich ist, kann die Unterscheidung zwischen klassischer
und atypischer Scrapie anhand der Resistenz gegeniiber steigenden Konzentrationen an Prote-
inase K dargestellt werden (BUSCHMANN et al. 2004a). Auch fiir die zwei im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten atypischen deutschen Scrapieisolate S 39/02 und S 40/04 konnte
gegeniiber einem klassischen Scrapieisolat, S 33/02, und einem BSE-Isolat, R 128/04, eine
deutlich verminderte Resistenz gegeniiber Proteinase K-Verdau gezeigt werden. Diese wird
als eine der Ursachen fiir die fehlende Erkennung der atypischen Scrapieisolate in einigen
Schnelltests diskutiert. Die Ursache fiir die verminderte Proteinase-K-Stabilitét ist nicht ein-

deutig geklirt, sie konnte in Konformationsunterschieden zwischen klassischer und atypischer
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Scrapie begriindet sein.

Deglykosylierung Bei der Deglykosylierung konnten, je nachdem, ob das PrP* mit Proteina-
se K verdaut wurde oder nicht, unterschiedliche Ergebnisse beobachtet werden. Bei unverdau-
tem PrP> war bei dem klassischen Scrapieisolat S 33/02 nach der Deglykosylierung eine
Abnahme der di- und monoglykosylierten und eine Zunahme der unglykosylierten PrP*°-
Bande sichtbar. Bei dem atypischen Scrapieisolat S 40/04 konnte ebenfalls eine Abnahme der
Bande I und eine Zunahme der Bande II und III dargestellt werden. Diese Untersuchungen
lassen vermuten, dass es sich auch bei den atypischen Scrapieisolaten um verschieden glyko-
sylierte Formen von PrP*® handelt. Wihrend sich bei dem klassischen Scrapieisolat und bei
einem ebenfalls untersuchten BSE-Isolat nach Proteinase K-Verdau und anschlieBender
Deglykosylierung weiterhin eine Abnahme der di- und monoglykosylierten und eine Zunah-
me der unglykosylierten PrP%-Bande nachweisen lieB, war bei den beiden atypischen Scra-
pieisolaten S 39/02 und S 40/04 vor und nach Deglykosylierung keine signifikante Verinde-
rung der PrP*-Banden im Western Blot darstellbar. Ein volliges Fehlen der Glykosylie-
rungsstellen scheint dem Verhalten bei den unverdauten atypischen Scrapieisolaten zu wider-
sprechen. Denkbar wire jedoch, dass die Glykosylierungsstelle nach Proteinase K-Verdau
durch Konformationsunterschiede vor der Deglykosylierung geschiitzt ist oder dass der Teil
des PrP, an dem sich die Glykosylierungsstellen befinden, nach Proteinase K-Verdau ab-
gespalten wird und so keine Deglykosylierung mehr stattfinden kann. Unklar wire dabei,
wodurch die verschiedenen Banden des PrP*° der atypischen Scrapieisolate entstehen, da sie
bei den klassischen Scrapieisolaten durch die verschiedenen Glykosylierungsformen (di-,
mono und unglykosyliert) gebildet werden. Aullerdem miisste nach Abspalten eines solchen
Fragmentes eine Verschiebung aller Banden im Western Blot vorhanden sein. Da die atypi-
schen Scrapieisolate vor Proteinase K-Verdau oft nicht deutlich voneinander abgrenzbare

Banden zeigten, konnte ein Beweis dafiir im Rahmen dieser Arbeit nicht erbracht werden.

Zusammenfassung Die atypischen Scrapieisolate stellen sich biochemisch als neuartiger
Scrapie-Erreger dar. Von der klassischen Scrapie lassen sie sich durch das verénderte Ban-
denmuster im Western Blot und durch die verringerte PK-Stabilitdt unterscheiden, was im
Rahmen dieser Arbeit fiir einige deutsche atypische Scrapieisolate gezeigt werden konnte.
Neben dem Bandenmuster scheint auch die Reaktion in den Schnelltests sowie die Akkumula-
tion von PrP*® vor allem im Kleinhirn, weniger jedoch im Obex, ein grundsitzliches Merkmal
aller atypischen Scrapieisolate zu sein. Die in den europdischen Staaten bisher beschriebenen

atypischen Scrapieisolate scheinen in Bezug auf diese Eigenschaften einheitlich zu sein.
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Bei der Deglykosylierung und der Detektion durch verschiedene Antikérper ergeben sich
Unterschiede zum klassischen Scrapie-Erreger, welche durch die Morphologie oder Konfor-
mation des PrP der atypischen Scrapieisolate begriindet sein kdnnen. Um die Morphologie
und Konformation des PrP der atypischen Scrapieisolate umfassend zu beurteilen, sind aller-

dings weiterfithrende Untersuchungen notwendig.
Eine Abgrenzung zum BSE-Erreger war anhand der Antikdrperbindung mdoglich.

Fiir die fehlende Erkennung der atypischen Scrapieisolate in einigen der kommerziell erhéltli-
chen TSE-Schnellteste kann neben der bisher diskutierten verringerten Stabilitdt gegeniiber
Proteinase K und dem Vorkommen nur geringer PrP*-Mengen im Obex auch die fehlende

Detektion einiger Epitope mit verschiedenen Antikorpern eine Ursache darstellen.
5.2.2 Charakterisierung atypischer Scrapieisolate am Mausmaterial

5.2.2.1 Klinische Symptome, Ubertragungsraten und Inkubationszeiten

Tgshp-Miuse Die atypischen Scrapieisolate lieBen sich auf Tgshp-Maiuse, welche das
Schafprionprotein iiberexprimieren und somit zur Umgehung der Speziesbarriere beitragen,
iibertragen. Diese Ubertragung ging jedoch, verglichen mit der Inokulation klassischer Scra-
pieisolate, mit verminderten Ubertragungsraten und verlingerten Inkubationszeiten einher.
Der Standardfehler der Inkubationszeiten war bei den mit atypischen Scrapieisolaten inoku-

lierten Mauslinien grofer als bei mit klassischen Scrapieisolaten inokulierten Mauslinien.

Bei einem Teil der inokulierten Tgshp-Méuse waren nicht alle Mause, bei denen im Western
Blot PrP* nachgewiesen wurde, auch in der Immunhistologie PrP*-positiv. Im Allgemeinen
gilt die Immunhistologie als sensitiver als der Western Blot, da dabei einzelne PrP**-positive
Zellen angefarbt werden konnen. Bei den atypischen Scrapieisolaten wurde im Western Blot
durch die PTA-Féllung mit 50 mg eine sehr grole Menge an Gehirnhomogenat analysiert.
Das konnte ein Grund fiir die hohere Sensitivitidt des Western Blot im Rahmen der durchge-

fiihrten Untersuchungen sein.

Bei den Tgshp-Méusen war der prozentuale Anteil der aufgrund klinischer Symptome eutha-
nasierten Tgshp-Miuse groBer als der Anteil PrP>-positiver Méuse. Griinde dafiir knnen
einerseits in der Nachweisgrenze der verwendeten Methoden oder andererseits in zusitzlichen
Faktoren, die in der Pathogenese der TSEn eine Rolle spielen, liegen (LASMEZAS et al.
1997). Dass sich die Inkubationszeit aller aufgrund klinischer Symptome euthanasierten
Miuse oft nur geringfiigig von der Inkubationszeit aller PrP>*-positiven Miuse unterscheidet,

ist ein moglicher Hinweis dafiir, dass auch die Méuse mit klinischen Symptomen aber ohne
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PrP*-Nachweis aufgrund einer Infektion mit einem TSE-Erreger verendet sind. Auch die
deutlich verkiirzte mittlere Lebensdauer bei mit atypischen Scrapieisolaten inokulierten
Tgshp-Méusen bestitigt das Vorliegen eines infektiosen Geschehens. Dies soll weiterfiihrend

in Subpassagen gesichert werden.

Wildtypmauslinien Die atypischen Scrapieisolate lieBen sich nicht auf Wildtypmauslinien
tibertragen. Auch bei franzdsischen und norwegischen atypischen Scrapieisolaten gelang zwar
die Ubertragung auf transgene Miuse, in den Wildtypmauslinien wurde jedoch keine Infekti-

on beobachtet (LE DUR et al. 2005).

Im Western Blot und in der Immunhistologie gab es zwar vereinzelt Hinweise auf eine Uber-
tragung, doch konnte diese nicht mit Sicherheit festgestellt werden. Anhand der Ermittlung
von Ubertragungsraten und Inkubationszeiten aller aufgrund klinischer Symptome euthana-
sierten Méuse sowie der mittleren Lebensdauer aller in einem Versuch verwendeten Miuse
ergaben sich weitere Hinweise fiir eine mogliche Ubertragung der atypischen Scrapieisolate.
Insbesondere die Inokulation der RIII-Mause war durch einen hohen Anteil von Tieren mit
klinischen Symptomen und relativ kurze klinische Inkubationszeiten sowie mittleren Lebens-
dauern gekennzeichnet. Ob diese Parameter tatséchlich fiir ein infektidses Geschehen spre-
chen, bleibt in Subpassagen abzukliren. Inwieweit klinische Symptome bzw. die dadurch
ermittelten BezugsgroBen eine Aussage iiber ein infektioses Geschehen zulassen, ist nicht mit
Sicherheit festzustellen. Klinische Symptome sind neben dem verwendeten Scrapieisolat von
der verwendeten Mauslinie abhidngig und konnen gering- bis hochgradig auftreten, aber auch

fehlen.

5.2.2.2 Proteinbiochemische Charakterisierung

In den Tgshp-Miusen konnte im Western Blot eine Ubertragung der atypischen Scrapieisolate
dargestellt werden. Elf deutsche atypische Scrapieisolate zeigten nach Inokulation in Tgshp-
Miuse im Western Blot das gleiche PrP**-Bandenmuster wie das PrP* der atypischen Scra-
pieisolate am Schafmaterial. Dies stimmt mit Ubertragungsversuchen norwegischer und
franzosischer atypischer Scrapie-Fille auf transgene Méuse, die das Schafprionprotein vom
Genotyp VRQ/VRQ (LE DUR et al. 2005) bzw. vom Genotyp ARQ/ARQ (Anne Buschmann,
pers. Mitteilung, Insel Riems, 27.02.2006) liberexprimieren, iiberein. Aufgrund der benétigten
groen Menge an Gehirnmaterial fiir die PTA-Féllung bei den atypischen Scrapieisolaten,
welche in Tgshp-Maiuse inokuliert worden waren, konnten keine weiterfiihrenden proteinbio-
chemischen Untersuchungen durchgefiihrt werden, da das restliche Material fiir Subpassagen

bendtigt wurde.
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5.2.2.3 Histologische Charakterisierung

Die PrP*°-Ablagerungen, das Lisionsprofil und die auftretende Gliose aller inokulierten deut-
schen atypischen Scrapieisolate waren sehr einheitlich. Die Ahnlichkeit der Lésionsprofile
lieB3 sich durch die Clusteranalyse bestédtigen. Der maximale Abstand zwischen zwei Isolaten
lag bei 1,6 und war somit deutlich geringer als z.B. bei den im Rahmen dieser Arbeit unter-
suchten klassischen Scrapieisolaten. Die Gliose korrelierte in den meisten Gehirnregionen mit
der PrP*-Ablagerung, nur in der Granularschicht vom Kleinhirn war trotz fehlender PrP-

Ablagerung eine mittel- bis hochgradige Gliose vorhanden.

Auch bei franzosischen und norwegischen atypischen Scrapieisolaten, welche in eine transge-
ne Mauslinie (Tg338), die das ovine PrPVRQ Allel iiberexprimiert, inokuliert worden waren,
konnten PrP*-Ablagerungen im Corpus callosum, in der lakunaren Molekularschicht des
Hippocampus und im Thalamus nachgewiesen werden (LE DUR et al. 2005). AuBBerdem
fanden sich weitere PrP*°-Ablagerungen im Cingulum, in der dorsalen Kommissur, im Stria-
tum, im lateralen olfaktorischen Trakt, in einer Schicht des zerebralen Cortex und im Collicu-
lus superior. In diesen Regionen war bei den mit deutschen atypischen Scrapieisolaten infi-
zierten Tgshp-Mausen keine PrP*°-Ablagerung vorhanden, ebenso wenig im Hypothalamus,
Mittelhirn und Hirnstamm. Ein deutlicher Unterschied fand sich dagegen im Kleinhirn: Wéh-
rend in den mit atypischen Scrapieisolaten infizierten Tg338-Mausen keine PrP**-Ablagerung
im Kleinhirn zu verzeichnen war, trat sie bei den Tgshp-Mausen prominent in Erscheinung.
Auch die in den Tgshp-Méusen beobachtete Auflockerung der Granularzellschicht des Klein-
hirns wurde bei den Tg338-Mausen nicht beobachtet.

Die Lisionsprofile der deutschen atypischen Scrapieisolate mit den Maxima in den Regionen
Colliculus superior, Hippocampus und Cortex sind auch denen anderer atypischer européi-
scher Scrapieisolate dhnlich. Bei diesen Isolaten, welche in die transgene Mauslinie Tg338
inokuliert worden waren, waren ebenfalls nur die Regionen Colliculus superior, Hippocampus

und zerebraler Cortex deutlich vakuolisiert (LE DUR et al. 2005).

Unterschiede finden sich dagegen in der Vakuolisierung der weilen Substanz, die bei den
atypischen franzosischen und norwegischen Scrapieisolaten deutlich hoher ausfillt. Griinde
dafiir konnten in der verwendeten Mauslinie liegen: Die Tg338-Méuse tragen den Genotyp
VRQ/VRQ, wihrend die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Tgshp-Mause den Genotyp
ARQ/ARQ tragen. Da auch bei Schafen die Verteilung und Ausbreitung von PrP% vom vor-
handenen Genotyp abhéngt, konnte dies auch bei transgenen Mausen eine Rolle spielen und
die Unterschiede in der PrP**-Ablagerung im Kleinhirn und bei der Vakuolisierung der wei-

Ben Substanz erkldren. Die Clusteranalyse der Lisionsprofile aller 12 Regionen der deutschen
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atypischen Scrapie-Feldisolate in den Tgshp-Madusen ist in Abb. 4.48 vergleichend zu den
Lésionsprofilen der Erstinfektion und der Subpassage norwegischer und franzdsischer atypi-
scher Scrapieisolate in Tg338-Médusen (LE DUR et al. 2005) dargestellt. Die Clusteranalyse
zeigt eine hohe Ahnlichkeit innerhalb der deutschen atypischen Scrapieisolate, aber einen
deutlichen Abstand zu den anderen atypischen Scrapieisolaten. Klammert man aus der Cluste-
ranalyse die Regionen der weillen Substanz aus, da die groen Unterschiede im Vakuolisie-
rungsgrad der weilen Substanz wahrscheinlich in der Verwendung verschiedener transgenen
Mauslinien begriindet sind, so zeigt sich die hohe Ahnlichkeit der deutschen, franzdsischen

und norwegischen atypischen Scrapieisolate.

Bei den Tgshp-Maéusen treten ab einem Alter von 300 bis 400 Tagen grofle, unregelméafige
Vakuolen in der weillen Substanz vom Kleinhirn sowie {iber alle Ebenen gleichmiafig verteil-
te, kleine kreisrunde Vakuolen auf. Vor allem letztere sind oft nur schwer von Scrapie-
assoziierten Vakuolen zu unterscheiden. Diese Vakuolen treten bei Wildtypméausen erst ab
einem Alter von etwa zwei Jahren auf und werden dort als Altersvakuolen bezeichnet. Die
Bestimmung des Vakuolisierungsgrades sollte deswegen immer erst nach eindeutigem PrP>-
Nachweis erfolgen. Bei gleichzeitigem Auftreten einer Scrapie-Infektion und somit von Scra-
pie-assoziierten Vakuolen und Altersvakuolen ist eine eindeutige Bestimmung des Vakuoli-
sierungsgrades nicht immer mdglich. Da nach Inokulation der atypischen Scrapieisolate die
Inkubationszeiten der Tgshp-Méause durchschnittlich ldnger waren als bei den mit klassischen
Scrapieisolaten infizierten Tgshp-Mausen, kam es auch vermehrt zum Auftreten von Alters-
vakuolen. Diese wurden in die Ermittlung des Lisionsgrades nicht mit einbezogen, da sie
auch bei gleichalten uninfizierten Tgshp-Méusen vorkommen. Dieses Merkmal der Tgshp-
Maiuse konnte zu einer anderen Beurteilung der weillen Substanz des Kleinhirns beitragen und
die Unterschiede der Vakuolisierung zwischen deutschen und franzdsischen atypischen Scra-

pieisolaten in zwei verschiedenen transgenen Mauslinien erkldren.

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit untersuchten klassischen Scrapieisolaten, welche in
Tgshp-Miuse inokuliert wurden, war der Grad der PrP*-Ablagerung und der Vakuolisierung
bei den atypischen Scrapieisolaten deutlich geringer. Die klassischen Scrapieisolate zeigten
nicht nur vielfiltigere PrP*-Ablagerungsformen, sondern diese waren auch weit iiber alle

Ebenen verteilt, und es zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen einzelnen Isolaten.

Anhand der Léasionsprofile konnten die atypischen Scrapieisolate vom BSE-Erreger abge-
grenzt werden. Die Maxima der Vakuolisierung lagen bei diesem in den Regionen Medulla

oblongata, Hypothalamus und Septum. In diesen Regionen war bei den atypischen deutschen
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Scrapieisolaten in den Tgshp-Méusen keine Vakuolisierung nachweisbar.

In der Immunbhistologie konnte bei den mit deutschen atypischen Scrapieisolaten inokulierten
RIII-, VM95- und C57Bl6-Miusen kein PrP% nachgewiesen werden. Bei Einzeltieren traten
jedoch histopathologisch Merkmale in Erscheinung, die fiir das Vorliegen einer TSE-
Erkrankung stehen konnten. Bei keiner dieser Méuse mit fraglichen histologischen Ergebnis-
sen konnte jedoch eine Scrapieerkrankung im Western Blot bestitigt werden, so dass durch
Subpassagen abzukldren bleibt, inwieweit diese Anzeichen tatsdchlich fiir eine Scrapie-

Erkrankung stehen.

5.3 Bewertung der zur Stammcharakterisierung verwendeten Methoden

5.3.1 Bewertung der proteinbiochemischen Methoden

Molekularmasse Die in der Literatur angegebenen Werte fiir die Molekularmasse der ungly-
kosylierten PrP*-Bande variieren von 17 bis 20 kDa. EinfluB auf die Molekularmasse haben
unter anderem der verwendete Marker, das Softwareprogramm, welches zur Bestimmung der
Molekularmasse verwendet wird, der verwendete Antikorper, das Aufreinigungssystem fiir
PrP* oder die SDS-Konzentration im verwendeten SDS-PAGE-System und im Probenpuffer.
Daher kdnnen nur Molekularmassen, die unter gleichen methodischen Bedingungen ermittelt
wurden, miteinander verglichen werden. Da die Unterschiede in der Molekularmasse mit 0,5
bis 1 kDa zwischen BSE- und Scrapieisolaten relativ gering sind, ist es bei der Bestimmung
der Molekularmasse sehr wichtig, immer unter standardisierten Bedingungen zu arbeiten,
jeweils BSE- und Scrapieisolate als Kontrollen auf jedem Western Blot zu integrieren und
durch eine wiederholte Durchfiihrung der Versuche methodisch bedingte Abweichungen so

gering wie moglich zu halten.

Antikorperbindungsverhiiltnis Die Immunoreaktivitdt, die dem Antikérperbindungsverhalt-
nis zugrunde liegt, gilt als das stabilste und damit zuverldssigste der drei fiir den FLI-Test
verwendeten biochemischen Charakteristika. Es muss bei der Durchfiihrung allerdings darauf
geachtet werden, dass mit dem Antikorper, der sowohl BSE als auch Scrapie detektiert, dhnli-
che Signalstidrken im Western Blot erreicht werden, da das Auftragen einer zu groBBen Menge
an PrP% auf das SDS-Gel dazu fithren kann, dass auch die BSE-Probe detektiert wird
(BARON u. BIACABE 2001). In Verdiinnungsreihen von BSE- und Scrapieisolaten mit den
MAKSs P4 und L42 im Bereich von 10000 bis 400000 counts des VersaDoc Imaging System
konnte jedoch gezeigt werden, dass es dabei nicht zu einer solchen Verstarkung der Signale
des BSE-Isolates kommt, welches zu einer Erhhung des Antikorperbindungsverhéltnisses

von MAK P4/L42 iiber 0,1 filhren konnte. Besitzt das Scrapieisolat jedoch eine sehr geringe
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Signalstdrke, so ist der fiir das Antikorperbindungsverhéltnis ermittelte Wert relativ hoch, da
der MAK P4 Scrapie stirker erkennt als BSE. Dies war bei den Scrapieisolaten S 23/02 und S
45/02 mit einem Antikorperbindungsverhiltnis von 2,4 und 3,3 der Fall. Deswegen sollten
alle Isolate, die zur Ermittlung des Antikdrperbindungsverhiltnisses herangezogen werden,

im linearen Bereich des Detektionssystems gemessen werden.

Glykosylierungsverhiltnis Die Bestimmung der Glykosylierungsverhéltnisse stellt ein sehr
sensibles Verfahren dar. Es wird nicht nur von der verwendeten Aufreinigungsmethode,
sondern auch von Art und Konzentration des verwendeten Antikorpers und von der Signal-
stairke im Western Blot beeinflusst. Deswegen sollte die Glykosylierungsverhéltnisse ver-
schiedener Isolate nur verglichen werden, wenn sie unter gleichen Bedingungen ermittelt
wurden und methodisch bedingte Abweichungen durch die Wiederholung der Versuche mi-
nimiert wurden. Die Abstufung der Scrapieisolate zu den BSE-Isolaten ist dabei oft nicht so
eindeutig moglich wie z.B. bei der Antikorperbindung, sondern die Unterschiede sind eher

graduell.

Proteinase K-Stabilitit Die Proteinase K-Stabilitdt kann sowohl im Langzeit-PK-Verdau als
auch durch Inkubation der Probe mit steigenden PK-Konzentrationen ermittelt werden. Der
Langzeit-PK-Verdau ist jedoch sehr aufwindig und findet primér fiir die Differenzierung von
BSE- und Scrapieisolaten in Mausen Verwendung. In RIII- und C57Bl6-Méusen erlaubt er
eine eindeutige Abgrenzung des BSE-Erregers von Scrapieisolaten, in VM95- und Tgshp-
Maiusen ist dagegen keine eindeutige Abgrenzung mdglich. Durch den Einsatz hoherer PK-
Konzentrationen konnen klassische und atypische Scrapie auch direkt am Schafmaterial

unterschieden werden.

5.3.2 Bewertung der histologischen Methoden

Lisionsprofile Der Ermittlung der fiir das Lasionsprofil notwendigen Vakuolisierungsgrade
erfolgt semiquantitativ. Fehler konnen bei diesem Verfahren entstehen, wenn die Region nicht
sicher in der korrekten Ebene geschnitten wird. Auch die Subjektivitit des Betrachters kann
einen Einfluss auf die Ergebnisse haben. FRASER und DICKINSON (1968) untersuchten
diese Fehlerquellen: Wird ein Schnitt mehrfach untersucht, zeigten sich die grofiten Abwei-
chungen vor allem bei Medulla (0,18 Punkte) und Kleinhirn (0,27 Punkte). Bei der Bewertung
waren die grofften Varianzen bei den Score-Punkten 1 (0,50 Punkte) und 2 (0,34 Punkte)
festzustellen. Die verwendete Schnittebene hatte auf die Einordnung vor allem beim Kleinhirn
EinfluB3, etwas weniger stark war der Einflu} aber auch bei der Medulla oblongata und beim

Mittelhirn festzustellen.
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Wihrend einer Erstpassage ist die Schwankungsbreite der Vakuolisierungsgrade bei den
verschiedenen Tieren eines Isolates noch sehr grol3 und kein Lésionsprofil eines Einzeltieres
stimmt mit dem durchschnittlichen Lasionsprofil aller Mause iiberein (GREEN et al. 2005).
Deswegen sollten mindestens sechs Einzeltiere zur Ermittlung des Léasionsprofiles genutzt
werden, im Rahmen der vorliegenden Arbeit waren es meist acht bis zwolf Tiere pro Isolat
und Mauslinie. Als Beispiel seien die RIII-Mause, welche mit dem Isolat S 17/02 inokuliert
worden waren, genannt: Wahrend zehn der elf untersuchten Méduse im Thalamus keine Vaku-
olisierung aufwiesen, trat bei einer Maus ein Vakuolisierungsgrad von fiinf Punkten in dieser
Region auf, als Mittelwert fiir alle Méuse ergibt sich daraus ein Vakuolisierungsgrad von 0,5
Punkten in dieser Region. Wéhrend nachfolgender Subpassagen stabilisiert sich das Lési-
onsprofil (BRUCE 2003). Dabei spielt auch die Anzahl an vorhandenen Stdmmen in einem
Scrapieisolat eine Rolle: Handelt es sich um einen einzigen Stamm, so wird das Lésionsprofil
von Erst- zu Subpassage kaum verdndert sein, wie es von LE DUR et al. (2005) fiir atypische
Scrapieisolate beschrieben wurde. Handelt es sich dagegen um ein Gemisch mehrerer Scra-
pie-Stdmme in einem Isolat, so kann das Lisionsprofil der Subpassage gegeniiber dem Lisi-
onsprofil der Erstpassage deutlich verdndert sein, da es zur Selektion einzelner Stimme
kommt. Hinweise auf ein solches Erregergemisch gab es zum Beispiel bei den Isolaten des
Ausbruchs Giistrow in Mecklenburg Vorpommern: Bei den mit dem Isolat S 13/02 inokulier-
ten RIII-Miusen betrug die Inkubationszeit bei zwolf von fiinfzehn Mausen zwischen 273 und
298 Tagen, bei drei Méusen war sie mit 345 bis 357 Tagen deutlich ldnger. Diese drei Mause
zeigten auch ein von den anderen Miusen vollig verschiedenes Lisionsprofil. Ahnliches ist
auch aus der Literatur bekannt: Trotz hoher Variabilitdt der Lasionsprofile nach Erstpassage
verschiedener Scrapieisolate kam es nach mehreren Subpassagen zur Isolierung nur weniger

definierter Scrapie-Stimme (BRUCE et al. 2002).

5.3.3 Vergleich der Stammcharakterisierung im Mausbioassay und im FLI-Test

Der FLI-Test erlaubte bei allen Scrapieisolaten anhand der biochemischen Charakteristika
eine eindeutige Abgrenzung zum BSE-Erreger. Die Scrapieisolate, welche in allen drei Cha-
rakteristika mit der Scrapie-Kontrolle iibereinstimmten, wurden nicht im Mausbioassay unter-
sucht. Zwei Scrapieisolate, die in einem der drei Charakteristika von den anderen untersuch-

ten Scrapieisolaten abwichen, wurden im Mausbioassay weitergehend untersucht.

Die Abgrenzung von Scrapieisolaten zum BSE-Erreger ist direkt am Schafmaterial mdglich.
Die in der EU zugelassenen Differenzierungstests nutzen dabei vor allem die Immunoreakti-

vitdt, beim FLI-Test werden zusitzlich die Molekularmasse und das Glykosylierungsverhalt-
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nis der unglykosylierten PrP**-Bande mit herangezogen. Eine direkt am Schafmaterial durch-
geflihrte Stammcharakterisierung ist in wesentlich kiirzerer Zeit und in grofleren Mengen
durchfiihrbar als der konventionelle Mausbioassay. Dieser erfordert eine grole Anzahl an
Versuchstieren und kann in Abhéngigkeit von der verwendeten Mauslinie bis zu zwei Jahre
dauern, ist also sehr zeit- und kostenintensiv. Zeigt jedoch ein Isolat im biochemischen Diffe-
renzierungstest Ahnlichkeiten zu BSE und kann das Isolat auch in den anderen verfiigbaren
Differenzierungstests nicht sicher vom BSE-Erreger abgegrenzt werden, so wird weiterhin ein

Mausbioassay zur endgiiltigen Absicherung der Ergebnisse notwendig sein.
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Ein Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines differentialdiagnostischen Tests (FLI-Test),
der die Abgrenzung einer BSE- von einer Scrapieinfektion durch die direkte Untersuchung
des Hirnstammmaterials ermdglicht. Bei einem Teil der dabei untersuchten deutschen klassi-
schen Scrapiefille wurde diese Charakterisierung zusitzlich im bis dahin zur Differenzierung
verwendeten klassischen Mausbioassay durchgefiihrt, um die Ergebnisse aus dem FLI-Test zu
verifizieren und um die vorhandenen Scrapieisolate weitergehend zu charakterisieren. Im
zweiten Teil dieser Arbeit wurden die biochemischen Eigenschaften atypischer deutscher
Scrapieisolate analysiert und ihre Infektiositit anhand von Ubertragungsversuchen auf drei
Wildtypmauslinien und eine transgene Mauslinie beurteilt. Darliber hinaus wurden diese

Isolate dem klassischen BSE-Isolat gegeniiber gestellt.

Im FLI-Test wurden die Glykosylierungsverhéltnisse, die Molekularmasse der unglykosylier-
ten PrP**-Bande und das Antikérperbindungsverhiltnis vom MAK P4 zu MAK L42 direkt am
Schafmaterial nach spezifischer Fillung des pathologischen Prionproteins mit Phosphorwolf-
ramsdure (PTA-Fillung), SDS-Gelelektrophorese und Auswertung im VersaDoc Imaging
System ermittelt. Bei keinem der 36 untersuchten klassischen Scrapieisolate ergab sich einen
Hinweis auf eine Infektion mit dem BSE-Erreger. Im Mausbioassay wurden nach Inokulation
in RIII-, VM95- und Tgshp-Miuse die Ubertragungsraten und Inkubationszeiten, proteinbio-
chemisch die Glykosylierungsverhiltnisse, die Molekularmasse der unglykosylierten PrP-

Bande, das Antikorperbindungsverhiltnis und der Langzeit-Proteinase K-Verdau sowie histo-
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logisch der Grad der Vakuolisierung in 12 Gehirnregionen zur Differenzierung zwischen BSE
und Scrapie genutzt. Anhand acht deutscher klassischer Scrapieisolate, die im Mausbioassay
untersucht wurden, konnten die Ergebnisse aus dem FLI-Test bestétigt werden. Durch diese
Ergebnisse konnte nachgewiesen werden, dass die Abgrenzung von Scrapieisolaten zum
BSE-Erreger direkt am Schafmaterial moglich ist. Eine direkt am Schafmaterial durchgefiihrte
Stammcharakterisierung ist in wesentlich kiirzerer Zeit und in gré8eren Mengen durchfiihrbar
als der konventionelle Mausbioassay. Dieser erfordert eine groe Anzahl an Versuchstieren
und kann in Abhéngigkeit von der verwendeten Mauslinie bis zu zwei Jahre dauern, ist also
sehr zeit- und kostenintensiv. Zeigt jedoch ein Isolat im biochemischen Differenzierungstest
Ahnlichkeiten zu BSE und kann das Isolat auch in den anderen verfiigbaren Differenzierungs-
tests nicht sicher vom BSE-Erreger abgegrenzt werden, so ist weiterhin ein Mausbioassay zur
endgiiltigen Absicherung der Ergebnisse notwendig. Die vier untersuchten deutschen atypi-
schen Scrapieisolate zeigten proteinbiochemisch abweichende Eigenschaften im Vergleich
zur klassischen Scrapie. Im Western Blot konnte eine zusitzliche vierte PrP**~Bande detek-
tiert werden und die Proteinase K-Stabilitit war deutlich geringer als bei der klassischen
Scrapie. Auch bei Untersuchungen zur Deglykosylierung und Detektion verschiedener Epito-
pe des Prionproteins traten Unterschiede gegeniiber dem klassischen Scrapieerreger auf,
denen wahrscheinlich Konformationsunterschiede des Prionproteins zugrunde liegen. Das
Antikorperbindungsverhéltnis von MAK P4 zu MAK L42 war bei klassischen und atypischen
deutschen Scrapieisolaten jedoch gleich und erlaubte somit auch fiir die atypischen Scrapiei-
solate die Abgrenzung zum BSE-Erreger. Die Infektiositidt der atypischen Scrapieisolate
konnte im Mausbioassay unter Verwendung transgener Tgshp-Miuse nachgewiesen werden.
Diese Méuse iiberexprimieren das ARQ-Allel des Schafprionproteins auf Mausprionprotein-
ablatiertem Hintergrund und weisen eine erhdhte Sensitivitit und eine reduzierte Speziesbar-
riere auf. Die Ubertragung auf die Tgshp-Miuse ging jedoch, verglichen mit der Inokulation
klassischer Scrapieisolate, mit verminderten Ubertragungsraten und verlingerten Inkubations-
zeiten einher. Die Inokulation der atypischen Scrapieisolate in die drei Inzuchtmausstimme
fiihrte dagegen nicht zur Ubertragung der Krankheit. Proteinbiochemisch zeigte sich im Ge-
hirnmaterial der Tgshp-Miuse das gleiche PrP**~Bandenmuster wie am Ausgangsschafmate-
rial. Histologisch waren die PrP*~Ablagerungsmuster und die Lisionsprofile in transgenen
Maiusen innerhalb der untersuchten deutschen atypischen Scrapieisolate sowie nach Vergleich
mit anderen europdischen atypischen Scrapieisolaten sehr einheitlich, so dass man vermuten

kann, dass es sich bei diesen Isolaten um einen einzigen Scrapiestamm handelt.
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One aim of this study was the development of a biochemical discriminatory test, (FLI-test),
for the discrimination between a scrapie and a BSE infection in sheep using the original
brainstem material of the affected sheep. Some of these biochemically analyzed German
classical scrapie cases were further characterized using the classical mouse bioassay in order

to verify the results of the FLI-test and to further characterize these isolates.

The second part of this study addressed the biochemical features of German atypical scrapie
cases as well as their level of infectivity by transmissions to three inbred mouse lines and to
one transgenic mouse line. Moreover, these isolates were compared to the classical BSE

isolate.

The FLI-test includes the direct determination of molecular masses, antibody binding affini-
ties and glycosylation pattern of the ovine brain material after a specific precipitation of the
pathological prion protein by using phosphotungstic acid (PTA-precipitation), SDS-gel elec-
trophoresis and analysis using the VersaDoc imaging system. None of the analyzed 36 classi-
cal scrapie cases displayed biochemical features indicative for a BSE infection. Using the
mouse bioassay after inoculation of RIII-, VM95- and Tgshp-mice transmission rates and
incubation periods, biochemical features like molecular masses, antibody binding affinities,
glycosylation pattern and long term proteinase K digestion as well as histopathological char-
acteristics like the degree of vacuolation in 12 different brain regions were used for the dis-

crimination between scrapie and BSE in sheep. Examination of eight German classical scrapie
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cases, which were analyzed in the FLI-test as well as in the mouse bioassay, could confirm
the results of the FLI-test. By doing so, it could be demonstrated that a differentiation be-
tween a BSE and a scrapie infection can be performed by directly analyzing the ovine brain-
stem material. This method allows faster results and a higher throughput than the conven-
tional mouse bioassay. The mouse bioassay requires many animals and may, depending on
the used mouse line, take up to two years and is therefore time-consuming and expensive.
Nevertheless, samples that exhibit biochemical similarities to the BSE agent using the FLI-
test or one of the other discriminatory test still need to be examined by the mouse bioassay for

a final characterization of the sample.

The four analyzed German atypical scrapie cases showed altered biochemical features as
compared to classical scrapie cases. Western blot analysis displayed an additional fourth
PrP%-fragment and proteinase K sensitivity of atypical PrP> was much lower than of PrP®
found in classical scrapie. Deglycosylation experiments as well as the detection of different
epitopes within the prion protein displayed differences to classical scrapie, which may be
explained by conformational changes of the prion protein. The antibody binding ratio from
monoclonal antibody P4 to monoclonal antibody 142 was similar for atypical and classical
scrapie cases and therefore also allowed a discrimination of these atypical scrapie cases from

BSE.

The transmissibility of atypical scrapie could be shown by mouse bioassay using transgenic
Tgshp-mice. These mice overexpressing the ovine PrP ARQ allele on a mouse PrP ablated
background displayed an enhanced susceptibility to classical sheep scrapie and a reduced
species barrier. However, transmission of atypical scrapie cases to Tgshp-mice resulted in
lower transmission rates and prolonged incubation times as compared to transmissions of
classical scrapie cases. Inoculation of German atypical scrapie cases to three inbred mouse

lines (RIII, VM95 and C57BI16) failed to transmit the disease.

Western blot analysis of Tgshp-mice inoculated with German atypical scrapie cases displayed
the same banding pattern as seen in the corresponding ovine brain samples. Histopathological
examinations of PrP* immunoreactivity and lesion profiles in transgenic mice displayed
similarities among the examined German atypical scrapie cases and other European atypical
scrapie isolates. It can therefore be assumed that these isolates may represent one unique

scrapie strain.
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9 Anhang

9.1 Materialien

9.1.1 Antikorper

9.1.1.1 Antikorper gegen PrP
Alle verwendeten PrP-Antikorper sind in den Tabellen 9.1.1, 9.1.2 und 9.1.3 dargestellt.

9.1.1.2 andere Antikorper
MAK Anti-GFAP
Dieser monoklonale Mausantikorper (Klon 6F2) ist gegen das gliale fibrilldre saure Protein (GFAP)

des Menschen gerichtet, zeigt aber Kreuzreaktivitit mit anderen Saugetierspezies (Dako, Glostrup,
Dénemark). Der MAK lag als Zellkulturiiberstand vor.

Name Verdiinnung 1. AK 2. AK Verdiinnung 2. AK

GFAP 1:100 GoM 1:100

MAK Anti-His

RGS — His, zur Detektion des mit einem Histidin-Tag versehenen FLI-Markers (Qiagen, Hilden).

Name Verdiinnung 1. AK 2. AK Verdiinnung 2. AK

Anti-His 1:2000 GoM 1:2000




169

Anhang

Sunuunpio A

dA

(Tuu/31i) Sunsgysiaqry

v

(Tu/81) Sunsoruwueg

LS

‘uosneN-dys3 |,
19q uomRI(-did AP 1Y d Pun g1 12dIQyNuy dIp JOPUIMIdA UISNEIN-9[ELSD PUN -G6INA “~TI1Y 19q Uonye(-did dIp 1NJ UdpINM ¢g¢ pun g¢ JvVS 018y Ldigynuy aIq

00 "Te 30 Sulny[,
000€ 'Te 32 IpIeH
8661 'Te 10 10kowrey | Ipeisute( ‘OV wreydorg-y | WO | 00ST:1 0 0001 pury Jeyds | 66-¢6 | JAVIN vd
000C Te 19 1pIeH ZION
8661 Te 10 10kowrey | Jpeisute( ‘OV wreydorg-y | PO | 00$T:1 0 0001 ‘YOSUSIAL JeYDS ‘PUrY | €91-¥1 | AVIN Wl
6661 Iowapog | uesumon zdd Towepog ‘A | JANPD 0C:1 - - SNEJA Jeyds pury | 06-1S | MAVIN dg
oronfueI ‘9 snejy ‘Jeyos
S00T 'Te 19 19pNeId,] | -10AX NS JID) “VHD ‘IsseID [ | 0D | 0001:1 - - | ‘pury ‘Io)swey YOS | 68-6S | MAVIN | T€ AVS
661 T8 10 dnyosoin
€661 Jyerd " dnyosoin swory [osu] “LNNI | BIPD | 000T:1 - - Sne | ¢ZI-L0T | MVd | ored
(Tuu/3ni) MVIA
Anjeaan| dPenbs3nzag | MV T aA TV | (Twy/sn) 1S sarizadg | doydy | Ivd| oweN

USPINM JOPUIMIDA [BLISJEWISNRIA] WE JO[g UISIA\ USp Ing d1p 10dIonuy-did :1°1°6 "qBL




Anhang

‘JOPUIMIIA UISNBIN-dYs3 ] 199 Inu uopinm [ [DHZ pun 8 ‘741 odioynuy o1p pun ussneN-dys3 [, 10q yone spe ussneN-91g.SD
pun -GoINA “TITY 199 [Yomos [1dp Pun 8 JVS 10dIQNUY dIp “JOPUIMIIA UISNBIN-9IFLSD PUN -GHINA “TITY 199 UonyNa(-did dIp Iy Inu apmm ([ey Jdigynuy g

170

yoranjuer{

000¢C 'Te 32 e[oaIpuy ‘o1[[odiuoy “1ombinod ymusug 00T | WPD 0SC1 Jeyss 81-971 | JVIN 11D¢
[OSUIA “Ioney|
000C 'Te 32 }IMOY. O (unpyuerg ~IOPIIMPIIM

48661 T8 12 IN0Y.O 2L meN) VSN ‘uuew(ng ‘QINA 00T:1T | WPD 000¢°1 ‘pury Jeyos vrl-trl | JAIVIA 684
000¢ 'Te 32 IpIeH ZION YOSUIIN

8661 'T& 10 ToAowIey peisuiie(] ‘DY wreydorg-y 00Z:1 | AN©D 00S:1 Jeyos pury | €91-S¥1 | AVIN Wl

¥661 T8 10 dnyosoin

€661 J3ejd ‘n dnyosoin swary [osu] ‘LNNI 00Z:1 | BdPD 00051 SnEN CCI-LO1 Avd ored
Sney ‘Jeyos

100T T8 19 ueWsQ 31zd1oT ‘u021950q0Y 00Z:1 | D 00S:1 | ‘PUrY YISUSN | 00Z-081 | VN 11art
$00T ‘Te 30 1opnerd yoronueL| Sne Jeyos

6661 T8I MBWO( | ‘XOPaD MMAAA Ins JID VD ‘Isseln ‘[ 00Z:1 | WPD 000C:1 | ‘pury ‘1Iswey y91-9C1 | AVIN 78 AVS

MV T MV T AVI
BLITABI g | d[onbsdnzag | SunuunpadA | MV 7 | SunuunpaA sa1zadg doydyg | DIVd JweN

UIPINM JOPUIMIDA [BLISJBUWISNEA] WE AIF0[0ISIH 1P Inj 91p ‘Jodioynuy-J1d :7°1°6 "qe.L




171

Anhang

JYOI[JUSJJOIdAUN SPURJISPIAIN
‘ploadsueT [ PeISAIOT DATD ‘PIAISURT [ | 000T:1 I | 00T Jeyos ‘pury | H11-TI1 Tve6
pue[Suq ‘uopuoT ‘Uon-q
pue[Sug Id)swey
€007 e 10 ondunidg | ‘uopuo] jrun uolid HYWN ‘@3ul[[0) Uyof | LG8T 1 I | 000€ ‘PuUry ‘YosudIN ‘Snejy Jeyos T01-€6 | SENSII
[aysarpoquue[euo[douotu/dx
-98)3[N° 0 0ISqq Bl MMM 1)SWRy (1$-1¢)
- | puejSug ‘uoydwo)) anus) 20Imosay SL | 0001:1 [ | 0001 ‘PUIY “YOSUSIN ‘SNBIN JBYIS | €91-LPI 12904
000C '[e 19 1pIeH
8661 'Te 10 JoAoureH peiswre ‘DY weydorg-y | 00ST:1 | #0 | 0001 ZION “YOSUSINl JeYdS Pury |  €91-Spl Wl
100 ‘Te 32 nofpnoy snepy
S00T ‘Te 19 19pNneId | Yolonuel] 904 Ins JID “YHD ‘ISseID [ | 0001:1 - - | Jeyos ‘pury “IoIsweH Yosud 68-6S | VEAVS
S00T ‘T8 12 19pneIdg
6661 ‘T 10 UuBWaSLIy] SNeN
9661 "¢ 30 UUBWASETY | YOIAIURL] “OPAA K NS JID “VHD ISSeID [ | 00011 - - | “1oIswey ‘pury JeYoS YosusN T01-L6 8D8
Snejn
S00T ‘Te 19 1opneId | Yolanuel 90 A Ins JID “YHD ‘IsselD [ | 0001:1 - - | Jeyos ‘pury “IoIsweH YosudN 68-6S | TEAVS
JYOIIUJJOIoAUN OPUBLISPAIN
‘ploasgueT [ ‘pessA[oT DAID PIeAdSURT [ | 999:] I | SOLI Jeyos ‘pury L67€6 cdel
#00¢ 'Te 30 Sulny,
000C '[& 19 1pIeH
8661 'T& 10 Iokowrey peiswreq ‘DY weydorg-y | 00T | 0 | 0001 pury Jeyos 66-€6 vd
BLITABI o | Jonbs3nzag dA | TV LS so1zadg doydy JweN

UIPINM JOPUIMIDA [BLISJBUIBYOS WE 10 UIISIAN UOp Inj o1p “1odIoynuy-did :€°1°6 "qe.L




Anhang

172

6661 '[€ 19 Iowapoyg ua3umen Zdd ‘Iowepog M 0c1 - SN Jeyos ‘pury 06-1¢ cde
[WIY SAIPOQIIUB[BUO[O0UOUI/IT
€007 ‘T 10 Koxygor -9S)3[N"0B"01SqQq Bl MMM
q100T ‘Te 12 Aayygor | puej3ug ‘uoydwo)) anus)) 90mosay ASL | 0001:1 0001 | I9Iswey ‘YoSUSN ‘pury Jeyos 09-v¢ [THA
[UIY SAIPOqQUIUB[BUO[OOUOTL/DT
S00T ‘T 30 unIep -9S)/3[N*0B 018qq Bl MMM
Q100¢ ‘Te 3 Aaxygor | puejSug ‘uoydwo) onus) 2Inosay SL | 0001:1 0001 | 19ISWEH ‘YOSUSIA ‘PUrY Jeyos LGSV D4
T00T Te 10 10)eIdg (ny
000C 'Te 32 o3IN0Y. O | -ueld 99 meN) VSN ‘uuew[ng ‘QINA | €€€1 0001 | JONEYISPIAMPIA ‘PURY JBYOS §Ce-0ce 664
Jpd90
-G0SIUAFBAI-AIOSWOD /SJUSUINIOP/ATOSW
€007 ‘Te 10 Aoygor | 09/e1A/918I0d1005N A0S BIIP mmm//:d1y
q100T ‘e 30 Aaxygor puejSug ‘03puqhom ‘VIA | 0ST:1 0001 Jeyos ‘pury YeC-1CC SYId
S00T Te 19 Jopnersq
6661 & 19 UUBWISBIY]
9661 T 10 UUBWASLIY | YOIOIURL] “ONAAA NS JID “YHD ‘ISSeID [ | 00011 - pury Jeyos YosusN STl 014dCI
0 ey ‘SnejA ‘ZIdN ‘IRISWeH
L661 Te 39 03 ZIDMYDS “YOLINZ ‘DHY SOIUOLd | 0001:1 - ‘9seH JeYdS ‘pury ‘Yosus|y [43m44! YHO
OPUBISPAIN
#00¢ 'Te 32 Suuny, ‘PeISAIOT DAID PIOASURT [ | 9991 :] 659 Jeyog ‘pury 00T ~ 145149
pue[3uy ‘uopuoT ‘UaD-(
pue[3ug I9)swey
€00¢ 'Te 10 onguLiog ‘uopuo Jrun uolid YN uI[[0) uyof | €€Ei] 009¢ ‘pury ‘YosudI ‘snej Jeyos esI-evl | 8TINSOI
000T 'Te 39 9}IN0Y.O (npyuery YOSUQA] ‘Ioney|
Q8661 T& 12 IN0Y. O 991 meN) VSN ‘uuewng ‘QYNA | €€€°T 0001 -19pIIMP[IA ‘PUTY JBYIS | pHI-ThI 68d




173

Anhang

opey I19p
sne Jod1gynuy Jo[euopjouow uId st ST MAVIN YoNSIPI] ‘10dIgyiuy o[euOOUOW-SNEJA] WnN YIS SO J[OpUey J[[oqe] I9SAIp UIodIQuy US[BUO[OUOW USJOPUIMIOA UJ[[e 10g
Sunuunpiop daA

WNIUOZUSeW Soyosindq — 7Zdd Kouagy souiojeioqe] A1eULIOOA VA ((uy31) Sunsorsyeqry v

onbrwoje o1810U9, ] © jeLIESSIUIWOD)  VHD [01U0)) 9seasI(] [eWIUY I0f ymusu] [enus)  DJLD (qu/31) Sunsourue)g 1S



174 Anhang

9.1.2 Konjugate

Ziege-Anti-Maus IgG
spezifisch fiir die H + L-Ketten, mit alkalischer Phosphatase gekoppelt, fiir Western Blot (115-035-
062, Dianova, Hamburg)

Ziege-Anti-Kaninchen IgG
spezifisch fiir die H + L-Ketten, mit alkalischer Phosphatase gekoppelt, fiir Western Blot (111-055-
003, Dianova, Hamburg)

Ziege-Anti-Ratte IgG
spezifisch fiir die H + L-Ketten, mit alkalischer Phosphatase gekoppelt, fir Western Blot (112-055-
003, Dianova, Hamburg)

Ziege-Anti-Maus [gG
spezifisch fiir die H + L Ketten, biotinyliert, fiir die Immunhistologie (BA-9200, Vector Laboratories,
Burlingame)

Ziege-Anti-Kaninchen IgG
spezifisch fiir die H + L Ketten, biotinyliert, fiir die Immunhistologie (BA-1000, Vector Laboratories,
Burlingame)

9.1.3 Enzyme

Benzonase Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Proteinase K (Western Blot) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Proteinase K (Histologie) Roche, Mannheim
PNGase F, N-Glykosidase F, rekombinant Roche, Mannheim

9.1.4 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders angegeben, in A. bidest. angesetzt und bei RT

gelagert.
APS-Loésung (10 %)
Ammoniumpersulfat lg
A. bidest. 10 ml
Assay Puffer (10x, pH 9,8)
Tris 242 ¢
MgCl, 2,03 ¢g
A. bidest. ad 11

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure (HCI) eingestellt.
Mit A. bidest. wurde auf 1x Konzentration verdiinnt.

Blotting Puffer
Tris 3,03 ¢
Glycin 144 ¢
Methanol 200 ml

SDS 2g
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A. bidest.
Bromphenolblaulésung (1 %)
Bromphenolblau
A. bidest.
Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0)
Zitronensduremonohydrat
A. bidest.
Der pH-Wert wurde mit 2 N NaOH eingestellt.
CVL-Puffer (10x, pH 6,8)
SDS
Tris/HCI-Losung (1 M, pH 7,4)
Mercaptoethanol
Sucrose
1 %ige Bromphenolblau-Losung
A. bidest.
Der pH-Wert wurde mit Salzsdure (HCI) eingestellt.
Mit A. bidest. wurde auf 2x Konzentration verdiinnt.
DAB-Losung
Diaminobenzidintetrahydrochlorid
Imidazol/HCI-Puffer (0,1 M, pH 7,1)
H,0, (kurz vor Gebrauch zufiligen)
Vor Gebrauch filtrieren.
Denaturierungspuffer
SDS
Mercaptoethanol
A. bidest.
Eosin
Eosin G
Eisessig
Ethanol (50 % v/v)
E-Puffer (10x)
Tris
Glycin
SDS
A. bidest.
Mit A. bidest. wurde auf 1x Konzentration verdiinnt.
Formalin (4 %, neutral gepuffert)
A. bidest.
Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat
Dinatriumhydrogenphosphat, wasserfrei
komplett 16sen mit Rithrfisch
37 %iges Formalin
Himatoxylin-Losung
Hématoxylin
A. bidest.

ad 11

lg
ad 100 ml

2,1lg
ad 11

2g

S5ml

5ml

3g

5 Tropfen
ad 20 ml

100 mg
ad 200 ml
70 pl

5g
10 ml
ad 100 ml

10g

10 Tropfen
ad 1'1

150 g

720 g

50g

ad 51

900 ml
8,15¢g

100 ml

lg
ad 11
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vollstandig l6sen
Natrium-Iodat
Kalium-Aluminiumsulfat
dazugeben und vollstdndig 16sen
Chloralhydrat
Zitronensdure-Monohydrat
Vor Gebrauch filtrieren.
Imidazol/HCI-Puffer (0,1 M, pH 7,1)
Imidazol
A. bidest.
Der pH-Wert wurde mit Salzsdure (HCI) eingestellt.
Magermilch (5%)
Magermilchpulver
PBS-Tween
Methanol mit 3 % H,0,
Wasserstoffperoxid, 30 %
Methanol
Magnesiumchloridlésung (0,1 M)
Magnesiumchloridhexahydrat
A. bidest.
Natriumphosphatpuffer (0,5 M, pH 7,2)
Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat

A. bidest.
Der pH-Wert wurde mit 2 N NaOH eingestellt.
PBS (10x)
Natriumchlorid
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
A. bidest.
Mit A. bidest. wurde auf 1x Konzentration verdiinnt.
PBS mit 4 % Sarkosyl (pH 7.4)
Sarkosyl
PBS
Der pH-Wert wurde mit Salzsdure (HCI) eingestellt.
PBS mit 0,1 % Sarkosyl (pH 7,4)
Sarkosyl
PBS
Der pH-Wert wurde mit Salzsidure (HCI) eingestellt.
Pefabloc (0,1 M)

Pefabloc
A. bidest.
Lagerung bei —20°C.
PBS-Tween
Tween 20

02¢g
S0g

50g
50g

1,36 g
ad 200 ml

5¢
ad 100 ml

10 ml
90 ml

2,03 ¢g
ad 100 ml

69,9 g
ad 11

400 g
10g
10g
575¢g
ad 51

10g
ad 250 ml

0,25 ¢g
ad 250 ml

100 mg
ad 4,17 ml

1 ml
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PBS
PK-Puffer (10x, pH 8,3)
Tris
EDTA
Tween 20
A. bidest.
Der pH-Wert wurde mit Salzsidure (HCI) eingestellt.
Mit A. bidest. wurde auf 1x Konzentration verdiinnt.
PK Stammlésung (1 mg/ml, Western Blot)
PK Stammldsung 21,7 mg/ml
Tris/HCI (10 mM, pH 7,5)
PK Stammlésung (1 mg/ml, Histologie)
Proteinase K
A. bidest.
PMSF-Losung (0,1 M)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Isopropanol
4 % PTA mit 34 mM MgCl, (pH 7,4)
PTA
Magnesiumchloridhexahydrat
A. bidest.
Der pH-Wert wurde mit Natronlauge (NaOH) eingestellt.
SDS-Losung (10 %)
SDS
A. bidest.
Sucrose-DOC-NP40-Lysis-Puffer
Sucrose
NP40
DOC
A. bidest.
TBS (10x, pH 7,6)
Tris
Natriumchlorid
A. bidest.
Der pH-Wert wurde mit Salzsdure (HCI) eingestellt.
Mit A. bidest. wurde auf 1x Konzentration verdiinnt.
TBS mit 10 % Ziegenserum und 0,03 % Natriumazid
Ziegenserum
Natriumazid (30 %)
1 x TBS
Tris-Puffer
Tris/HCI 10 mM, pH 7,5
Tris
A. bidest.
Tris/HCI 0,5 M, pH 6,8

ad 11

60,56 g
292 ¢
10 ml
ad 11

4,6 ul
ad 100 pl

100 mg
100 ml

0,435¢g
ad 25 ml

4g
691 mg
ad 100 ml

lg
ad 10 ml

1095 ¢
0,5 ml
0,5¢g

ad 100 ml

60,57 g
80 g
ad 11

10 ml
300 pl
ad 100 ml

1,21 g
ad 11
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Tris 60,57 g
A. bidest. ad 11
Tris/HCI 1,0 M, pH 7,4
Tris 121,14 g
A. bidest. ad 11
Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8
Tris 181,71 g
A. bidest. ad 11
Der pH-Wert wurde jeweils mit Salzsidure (HCI) eingestellt.
Thyroglobulin
Thyroglobulin 50 mg
A. bidest. ad 10 ml

9.1.5 Chemikalien

Acrylamid — Stammldsung (30 %) mit Bisacrylamid

(Rotiphorese Gel 30)
Ameisensdure 98 — 100 %
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau

CDP - Star

Chloralhydrat
Kohlendioxid (CO,)
Desoxycholat (DOC)

Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)

Diethylether
Dinatriumdihydrogenphosphatmonohydrat
Dinatriumhydrogenphosphat, wasserfrei
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dodecylsulfat-Natriumsalz (SDS)
Entellan

Eosin G

Essigséure, 100 %, p.a. (Eisessig)
Ethanol p.a.
Ethylendiaminotetraessigsaure (EDTA)
Formalin, 37 %

Glycin

Hématoxylin

Imidazol

Isopropanol p.a. (2-Propanol)

Kalium-Aluminiumsulfat

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Riedel de Hien, Sigma-Aldrich,

Taufkirchen

Tropix, Perkin Elmer,
Foster City, USA

Merck, Darmstadt

Fa. Linde, Hollriegelskreuth
Fluka, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Fluka, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat
Kochsalzlésung, isotonisch (0,9 %)
Magermilchpulver
Magnesiumchloridhexahydrat

Methanol

Mercapthoethanol

Natrium-Azid

Natrium-Chlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat
Natrium-lodat

Natronlauge (NaOH)
N-Lauryl-Sarkosin (Sarkosyl)

N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin (Temed)
Nonidet P40 (NP-40)

Pefabloc SC
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Phosphorwolframsaure (PTA)
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat (Tween 20)
Salzsdure konz. (32 %) (HCI)

Sucrose

Tetenal Rontgenliquid

Tetenal Rontgensuperfix

Thyroglobulin
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris)
Vector-VIP Substrate Kit for Peroxidase (VIP)

Vectastain ABC Kit Elite Standard (ABC)

Wasserstoffperoxid (H,0O,)
Xylol

Ziegenserum
Zitronensaure-Monohydrat

Zuchtfutterpellets M-Z

9.1.6 Geriate und Verbrauchsmaterial

Abzugstisch (TAZ 19)
Blotting-Apparatur Trans-Blot, Semi Dry

Coverplates®

Deckglaser
DAKO-Pen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Humana Milchunion, Herford
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Fluka, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Riedel de Hien, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Tetenal, Norderstedt
Tetenal, Norderstedt
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Vector Laboratories,
Burlingame, USA
Vector Laboratories,
Burlingame, USA
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
INNT, FLI

Fluka, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Ssniff, Soest

Medite, Burgdorf

BioRad, Miinchen

Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main
Menzel-Gliser, Braunschweig
Dako, Glostrup, Danemark
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Einbettautomat EG 1140H

Einbettkassetten, Kunststoff
Einwegkaniilen (18G, 20G, 23G)
Elektrophoreseapparatur, Mini Protean II
Entwisserungsautomat ASP 300
Eppendorf-Reaktionsgefifie (1,5 ml, 2 ml)
Faltenfilter

Feinwaage

Glaskasten mit Farbegestell fiir Histologie
Hybaid Ribolyser

Immobilon-P Transfermembran
Lichtmikroskop Axiostar

Lichtmikroskop Axioskop 2 plus
Magnetriihrer mit Heizung CB162, Stuart
Metalleinbettschilchen

Mikrotomklingen S 35

Netzteil, Power Pac (200 V, 300 V)
Objekttrager (Super Frost, Super Frost Plus)
pH-Meter MP220

Pipetten

Pipettenspitzen normal (10 ul, 100 ul, 1000 ul)
Pipettenspitzen mit Filter (10 ul, 100 ul, 1000 ul)
Roéhrchen (15 ml, 50 ml)
Rotationsmikrotom RM 2145
Schnellkochtopf Sicomatic L
Skalpellklingen

Software Quantity One

Sterilbank (LaminAir 1.8)
Thermomixer comfort
Tischwaage (EW 150-JM)
Tischzentrifuge 5415 D
Ultrazentrifuge (Optima L-90K)
Ultrazentrifugenréhrchen
Ultraschallgeridt Bandelin sonoplus HD 200
Versa Doc 5000, Imaging System
Vortex Genie 2

Wageschalen

Warmeschrank (T6030)
Wasserbad HI 1210
Whatman-Chromatographiepapier

Leica, Wetzlar

Roth, Karlsruhe

Terumo, Leuven, Belgien
BioRad, Miinchen

Leica, Wetzlar

Eppendorf, Hamburg
Schleicher & Schuell, Dassel
Ohaus, Giessen

Roth, Karlsruhe

Hybaid, Teddington, England
Millipore, Bedford, USA
Carl-Zeiss Jena GmbH, Jena
Carl-Zeiss Jena GmbH, Jena
VWR, Darmstadt

Medite, Burgdorf

Produkte fiir die Medizin AG, Ko6ln
BioRad, Miinchen
Menzel-Gliser, Braunschweig
Mettler-Toledo GmbH, Giessen
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

Leica, Wetzlar

Silit, Sindelfingen
Tierarztebedarf Lenecke,
Schortens

BioRad, Miinchen
Heto-Holten, Alleréd, Danemark
Eppendorf, Hamburg

Kern, Balingen-Frommern
Eppendorf, Hamburg
Beckman, Stuttgart

Beckman, Stuttgart

Bandelin Electronic, Berlin
BioRad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Heracus, Hanau

Leica, Wetzlar

Whatman, England, Maldstone
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9.2 Histologische Methoden

Entwéisserungsautomat, Standardprotokoll

Formalin 30 Minuten 37°C
Alkohol 70% 1 Stunde 37°C
Alkohol 80% 1 Stunde 37°C
Alkohol 96% 1 1 Stunde 37°C
Alkohol 96% I1 1 Stunde 37°C
Isopropanol I 1 Stunde 37°C
Isopropanol 11 1 Stunde 37°C
Xylol I 1 Stunde 37°C
Xylol I 1 Stunde 37°C
Paraffin I 1 Stunde 60°C
Paraffin 11 1 Stunde 60°C
Paraffin III 1 Stunde 60°C

Entparaffinierung und Rehydrierung

Xylol 1 3 Minuten
Xylol I 3 Minuten
Ethanol I 100 % 3 Minuten
Ethanol II 100 % 3 Minuten
Ethanol 96 % 2 Minuten
Ethanol 70 % 2 Minuten

Bei der H.-E.-Farbung wurden die Schnitte 5 Minuten im Xylol inkubiert.

Aufsteigende Alkoholreihe

Ethanol I 96 % 2 Minuten
Ethanol 11 96 % 2 Minuten
Ethanol I 100 % 2 Minuten
Ethanol II 100 % 2 Minuten
Xylol I 2 Minuten
Xylol IT 3 Minuten

Bei der H.-E.-Fiarbung wurden die Schnitte im Ethanol nur jeweils 30 Sekunden inkubiert, um eine zu
starke Entfarbung der Schnitte zu vermeiden.
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9.3 Ergebnistabellen

Tab. 9.3.1: Vergleich der klassischen Scrapieisolate und der BSE-Isolate nach den Glykosy-
lierungsverhiltnissen, der Molekularmasse der unglykosylierten PrP*-Bande und
nach dem Antikorperbindungsverhéltnis (FLI-Test)

Glykosylierungsverhéltnisse (%) MM (kDa) AKBV

MW S.EM. | MW S.EM. | MW S.EM. | MW S.EM. | MW

di. mono. non. non.
BSE 51,3 0,7 32,6 0,4 16,1 0,4 17,5 0,1 0,09
BSE-Pool | 55,4 1,2 29,5 0,5 15,2 0,7 - - -
ovine BSE | 55,0 1,1 32,0 0,9 13,0 0,9 17,4 0,2 0,20
S 33/02 43,2 0,8 35,6 0,5 21,1 0,6 18,1 0,1 1,54
S 3/02 442 1,0 32,3 0,2 23,6 1,0 18,2 0,1 0,81
S 5/02 45,1 0,9 34,6 0,5 20,4 0,7 17,9 0,2 0,42
S 7/02 44,8 1,8 32,9 0,7 223 1,3 18,3 0,3 1,39
S 12/02 47,3 0,6 35,0 0,7 17,8 0,5 18,1 0,1 1,51
S 17/02 40,9 0,9 35,8 0,8 23,3 0,7 18,8 0,2 1,92
S 21/02 47,5 2,5 35,0 1,3 17,5 1,3 18,3 0,3 1,96
S 23/02 - - - - - - 19,2 0,0 3,27
S 29/02 47,2 1,9 35,0 0,4 17,8 1,5 18,8 0,1 1,55
S 32/02 50,6 3,1 33,4 1,5 16,1 2,9 18,1 0,4 1,82
S 6/03 41,0 1,2 35,4 0,7 23,6 1,1 18,1 0,3 1,10
S 15/03 45,4 1,8 343 0,7 20,3 1,3 18,1 0,2 1,23
S 17/03 47,2 0,7 35,2 0,4 17,6 0,6 18,4 0,0 1,60
S 18/03 - - - - - - 17,9 0,2 1,80
S 20/03 472 1,4 33,1 0,5 19,8 1,0 17,9 0,2 1,43
S 24/03 41,2 1,2 37,3 0,8 21,5 1,4 18,0 0,2 1,11
S 27/03 453 2,2 36,5 2,4 18,2 0,5 17,9 0,3 1,56
S 28/03 42,5 1,3 34,3 0,9 23,2 0,9 17,8 0,2 1,05
S 33/03 45,4 1,0 34,8 0,6 19,9 0,8 18,5 0,1 1,28
S 11/04 41,8 0,1 34,7 0,6 23,6 0,7 18,2 0,5 0,91
S 12/04 40,6 0,9 34,2 0,8 25,3 0,1 18,1 0,3 0,92
S 13/04 42,9 0,1 37,1 1,1 20,1 0,9 17,8 0,1 0,93
S 14/04 38,5 1,4 34,5 0,7 27,0 1,9 17,9 0,4 1,28
S 17/04 42,4 1,4 32,9 1,4 24,8 0,1 18,4 0,3 1,17
S 29/04 40,6 0,9 36,6 0,8 22,8 0,8 17,9 0,1 0,98
S 44/04 452 1,3 34,7 1,1 20,1 0,4 18,2 0,1 1,51
S 45/04 46,3 0,3 33,5 2,3 20,3 2,7 18,0 0,2 2,40
S 46/04 43,9 0,6 36,1 0,6 20,0 0,3 17,9 0,2 1,48
S 47/04 38,7 0,1 34,5 0,4 26,9 0,6 18,3 0,4 1,11
S 52/04 43,2 0,9 34,8 0,6 22,0 1,0 18,0 0,0 0,88
S 60/04 442 0,6 35,0 0,7 20,7 1,2 18,1 0,2 1,24
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S 77/04 43,9 1,0 33,9 0,8 22,2 0,9 18,0 0,2 1,46
S 82/04 38,4 1,1 35,7 1,0 26,0 0,0 18,0 0,3 1,14
S 86/04 46,9 0,1 344 0,8 18,8 0,9 18,5 0,4 1,37
S 104/04 - - - - - - 19,3 0,0 1,70
S 107/04 43,4 0,8 35,2 1,3 21,5 0,8 17,9 0,3 1,21

MM Molekularmasse

AKBV Antikorperbindungsverhéltnis MAK P4/ MAK L42

MW Mittelwert
S.E.M. Standardfehler
di. diglykosylierte PrP-Bande

mono. monoglykosylierte PrP*-Bande

non.

unglykosylierte PrP%-Bande
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9.4 Bilddokumentation

Histopathologische und immunhistologische Befunde bei mit BSE (BBP12/92) bzw. dem
klassischen Scrapieisolat S 3/02 infizierten Miusen

Abb. 9.1: Vakuolisierung und Plaques im Corpus callosum einer mit BSE (BBP12/92) infi-
zierten Tgshp-Maus.
H.-E.-Féarbung, Geritevergroflerung 12,5x.

Abb. 9.2: Granulire bis plaqueartige PrP*-Ablagerungen im Corpus callosum einer mit BSE
(BBP12/92) infizierten Tgshp-Maus.
Immunhistologie, MAK 14D11, Chromogen DAB, Geritevergrof3erung 12,5x.

Abb. 9.3: Plaques und Vakuolen im Corpus callosum einer mit BSE (BBP12/92) infizierten
Tgshp-Maus.
H.-E.-Farbung, Geritevergroflerung 62,5x.

Abb. 9.4: Altersvakuolen in der weilen Substanz vom Kleinhirn einer mit BSE (BBP12/92)
infizierten Tgshp-Maus, welche nach einer Inkubationszeit von 310 Tagen aufgrund klini-
scher Symptome euthanasiert wurde.

H.-E.-Féarbung, Geritevergroferung 12,5x.

Abb. 9.5: PrP%-Ablagerungen und Gliose (Pfeile) im Cortex (Endhirn) einer mit S 3/02 infi-
zierten VM95-Maus.

Immunhistologische Doppelmarkierung, PrP> (MAK 14D11, Chromogen VIP, violett) und
GFAP (Chromogen DAB, braun), Geratevergrof3erung 125,0x.

Abb. 9.6: PrP*-Ablagerungen und Gliose (Pfeile) im Mittelhirn einer mit S 3/02 infizierten
VM95-Maus.

Immunhistologische Doppelmarkierung, PrP* (MAK 14D11, Chromogen VIP, violett) und
GFAP (Chromogen DAB, braun), Geritevergrof3erung 62,5x.
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Histopathologische und immunhistologische Befunde bei mit den klassischen Scrapieisolaten
S 3/02 bzw. S 5/02 infizierten Méusen

Abb. 9.7: Vakuolisierung im Hypothalamus einer mit S 3/02 infizierten RIII-Maus.
H.-E.-Farbung, Geratevergroflerung 12,5x.

Abb. 9.8: PrP%*-Ablagerungen im Hypothalamus einer mit S 5/02 infizierten RIII-Maus.
Immunbhistologie, MAK 14D11, Chromogen VIP, Geritevergroflerung 12,5x.

Abb. 9.9: Hochgradige Vakuolisierung im Gyrus dentatus einer mit S 5/02 infizierten RIII-
Maus.
H.-E.-Féarbung, Geritevergroflerung 31,25x.

Abb. 9.10: Klassische Plaques im Thalamus einer mit S 3/02 infizierten RIII-Maus.
H.-E.-Farbung, Geritevergroflerung 125,0x.

Abb. 9.11: Einfache Plaques im lateralen Th