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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSkJ sbdlich verlaufende, neurodegene-
rative Erkrankungen, die sowohl bei Tieren als aoeim Menschen vorkommen. Die wich-
tigsten und bekanntesten TSE der Tiere sind Sckapi§&chafen, Ziegen und Moufflons, die
Bovine Spongiforme Enzephalopathie der Rinder (BSE9 chronisch zehrende Krankheit
der Hirschartigen (Chronic Wasting Disease, CWDYisalie Transmissible Enzephalopathie
der Nerze (Transmissible Mink Encephalopathy, TMEIm Menschen sind vor allem Kuru,
die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Creutzfeldt Jakblsease, CJD) sowie das Gerstmann-
Straussler-Syndrom (GSS) und die Fatale Familidserhnie (FFI) von Bedeutung.

Scrapie ist seit Uber 200 Jahren als eine todkctavufende Erkrankung bei Schafen bekannt.
Bisher konnte keine epidemiologische Verbindung iKemkheit zum Menschen hergestellt
werden. Mit dem Auftreten der Bovinen Spongiformenzephalopathie im Jahr 1985 in
GrofR3britannien (Wellgt al. 1987) und dem gleichzeitigen Auftreten einer neanante der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim Menschen (vCJID)ill(\et al. 1996) bekamen die TSE
erstmals einen zoonotischen Charakter und riickdemtdn das 6ffentliche und wissenschaft-

liche Interesse vor.

Nachdem BSE als eine TSE mit zoonotischem Charaktegestuft worden war, wurden
verschiedene MaRnahmen ergriffen und zahlreicheritdmungsprogramme eingeleitet.
Man geht davon aus, dass die Verfltterung kontarigr Tiermehle an Rinder zur Entste-
hung von BSE fihrte (Nathansehal. 1997; Wilesmithet al. 1992). So wurde beispielsweise
ein EU-weites Verflutterungsverbot von Tiermehlenl@mensmittelliefernde Tiere und die
Kennzeichnung und getrennte Entsorgung von spegtim Risikomaterial bei Rindern,

Schafen und Ziegen beschlossen. Die Einflihrungriatinaler Uberwachungsprogramme
scheint wirksam zu sein. Nach einem Maximum von B&Hen in den Jahren 1992/1993 in
GrofR3britannien und 2001/2002 in Deutschland sirdienZahlen weltweit kontinuierlich ab.

Auch das beflrchtete pandemische Auftreten von v@&llbisher ausgeblieben, weshalb

Prionen-Erkrankungen aus dem o6ffentlichen Intereseder etwas verdrangt wurden.

Nach der ,protein only“-Hypothese von Stanley Bugtner (Prusiner 1982) handelt es sich
bei dem Erreger der TSE um die fehlgefaltete Isofdes zellularen Prion-Proteins (PrPc),
die als PrPscrapie (PrPsc) bzw. PrPresistent (8rPigezeichnet wird. Dieser
unkonventionelle Erreger wurde in den letzten zdadirzehnten intensiv untersucht. Doch
noch immer ist die genaue Pathogenese der TSE Iméddainnt. Vor allem die epidemiologi-

schen Aspekte, die genauen Ubertragungswege s@wieribnen-Tropismus sind noch nicht



1 Einleitung 2

abschlielBend geklart (Aguzet al. 2008). Auch die physiologische Funktion des PrRc i
noch immer nicht bekannt. Neuropathologisch istatigenannte ,Trias” charakteristisch fur
TSE. Neben der Ausbildung von Vakuolen zeigen sice astrozytadre Gliose sowie PrPsc-

Ablagerungen im Zentralen Nervensystem (ZNS).

In jungster Zeit sind weitere, drangende Problemigedreten. In vier Féallen wurde eine
Ubertragung von vCJD durch Bluttransfusion bestieme(Llewelynet al. 2004, Pedeet al.
2004, Wroeet al. 2006). Zudem meldeten die Vereinigten Staatenneiéitselhaften Anstieg
von Chronic Wasting Disease (Sigurdson 2008) saieersten BSE-Falle (Richt and Hall
2008). Zusatzlich scheint es in europaischen Sendém zu einem erneuten Auftreten von
Scrapie zu kommen, wie zum Beispiel in Schwedeter@sch und auf Sardinien (Aguzei

al. 2008). Diese Befunde hangen mdoglicherweise auch dein verbesserten und

ausgedehnten Uberwachungsprogrammen zusammen.

In jedem Fall sind weitere, umfassende Untersuckningdtig, um TSE bei Menschen und
Tieren besser verstehen zu kdnnen. Bisher stehikulfigr-Modelle nur fir experimentell
adaptierte Prionen-Stamme zur Verfigung, nicht dberdie Infektion mit Prionen von
ursprunglichen Wirtsspezies, wie z.B. Rind, ScEafge oder Mensch (Groschup and Busch-
mann 2008)In vivo Modelle sind daher unerlasslich. Das Mausmodedl die Entwicklung
transgener Mause, die beispielsweise heterologes Bder definierte Mutanten des PrPc
exprimieren, bieten gute Mdoglichkeiten, um die Bg#nese der TSE zu untersuchen

(Groschup and Buschmann 2008).

Die in dieser Studie verwendeten transgenen tgadOsk! Uberexprimieren das zellulare
Prion-Protein (PrPc) im Gehirn im Vergleich zu Wjjp-Mausen (Fischeet al. 1996,
Karapetyaret al. 2009). Bekanntermal3en sind daher die Inkubatidteszdieser Mause nach
intrazerebraler Inokulation mit dem maus-adaptref®ocky Mountain Laboratory (RML)
Prionen-Stamm wesentlich kirrzer als bei Wildtyp-8&iu (Fischeet al. 1996, Karapetyagst

al. 2009, Thackrayet al. 2002). Auch nach Inokulation mit dem maus-adaggreiScrapie-
Stamm ME7 oder auch mit CWD-Prionen werden tga2@dddschneller krank als Wildtyp-
Mause (Sigurdsomt al. 2006, Thackrayet al. 2002). Uberraschenderweise ist bei tga20-
Mausen im spaten Stadium von Scrapie weniger RiBsloweisbar als bei Tieren von Wild-
typ-Mausstammen im vergleichbaren Krankheitsstadjbmmcheret al. 1996, Karapetyaet

al. 2009). Eigene Vorversuche haben gezeigt, dassadies mit einer geringeren Ausbildung

von TSE-spezifischen Vakuolen einher geht.
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Ziel dieser Arbeit war es, die Unterschiede beziglder Vakuolisierung, der reaktiven
Gliose und der PrPsc-Akkumulation zwischen tga2@$é& und Wildtyp-Mausen unter Ein-
beziehung verschiedener Inokulationswege erstmatsuger zu charakterisieren und mogli-
che Zusammenhange zwischen klinischer Krankheitnguwiopathologischen Veranderungen
darzustellen. Es wurden daher transgene tga20-Mé&awsee Tiere von zwei Wildtyp-
Mausstammen (CD-1 und C57/BI6) sowohl intrazerepeclals auch intraperitoneal (ip) und
oral mit dem maus-adaptierten Prionen-Stamm RMlkuliert und zu verschiedenen Zeit-
punkten der Infektion untersucht. Neben Klinischeferlauf und Scrapie-typischen
Symptomen wurde die Ausbildung von TSE-spezifischakuolen und einer Astrozytose
sowie die Akkumulation von PrPsc beurteilt. Hieweurden verschiedene Nachweismethoden
miteinander verglichen. Der Nachweis der astroeytaGliose erfolgte mittels Immun-
histochemie (IHC) sowie mittels RT-PCR und NorthBtat Analyse. Die Untersuchung von
PrPsc-Ablagerungen wurde immunhistochemisch sowa¢eimbiochemisch durch Western

Blot Analyse durchgefuhrt.

Es zeigte sich, dass tga20-Mause Uber den gesd@etrachtungszeitraum und nach allen
drei Inokulationswegen eine geringere VakuolisigruAstrozytenaktivierung und PrPsc-
Akkumulation im Gehirn aufwiesen als die beideneustichten Wildtyp-Mausstamme in
vergleichbaren Krankheitsstadien, bei denen bepgéklinisch, also bei klinisch unauffalli-
gen Tieren, alle drei neuropathologischen Paranmmeteutlichem Ausmald und haufig starker
ausgepragt waren als bei klinisch kranken tga209déulm Gegensatz zu den Wildtyp-
Mausen, die nach allen drei Inokulationsrouten lkgcbbare Symptome innerhalb eines
Mausstammes ausbildeten, zeigten tga20-Mé&use aigh&om Inokulationsweg ein unter-

schiedliches klinisches Bild.
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2 Literaturtbersicht

Aufgrund ihrer Infektiositat sind Transmissible 8gdorme Enzephalopathien (TSE) eine
besondere Art der neurodegenerativen Erkrankun@eém.konnen Uber Speziesbarrieren

hinaus Ubertragbar sein und genetisch oder spctadistreten.

Allen Formen gemeinsam ist eine spongiforme Valsigiung, die Ausbildung einer astro-
zytaren Gliose sowie der Nachweis einer patholbgisclsoform des zellularen Prion-
Proteins im Zentralen Nervensystem (ZNS). Ein wegegemeinsames Merkmal dieser

Erkrankungen sind lange Inkubationszeiten.

2.1 Der Erreger

Anfang 1980 wies Prusiner in seinen UntersuchurganProtein als infektioses Agens in
Scrapie-infizierten Gehirnen nach (Prusiner 19&gmtliche Versuche, Nukleinsdure des
Erregers nachzuweisen bzw. Infektiositat durch Meéé&m zur Inaktivierung von Nuklein-
sauren zu reduzieren, waren fehlgeschlagen (Adpexl. 1967; Latarjetet al. 1970). Diese
Eigenschaften des Agens fuhrten zu der Annahme, elasich nicht um einen ,klassischen
Infektionserreger”, sondern um ein Protein handdlé82 stellte Prusiner die ,protein only*-
Hypothese auf (Prusiner 1982) und griff damit dieeeits in den 1960er Jahren publizierte
Idee wieder auf, nach der ein Protein einen Inbeigerreger darstellen konnte (Griffith
1967). Prusiner bezeichnete das Protein als ,prigpfoteinaceous_ifectious particle®),
dessen pathologische Form (PrPsc, ,sc” fur Scragugh Konformationsanderungen des

zellularen Prion-Proteins (PrPc) entsteht.

Mehrere Versuche diese These zu widerlegen sinthesthlagen. Es ist bisher nicht
gelungen die Scrapie-Infektiositat von dem Prioat€in zu trennen bzw. Nukleinsaure
nachzuweisen (Prusiner 1998). In Prion-Aufbereiamglie eine hohe Scrapie-Infektiositat
aufwiesen, konnten lediglich Oligonukleotide vonniger als 50 Basenpaaren gefunden
werden (Kellingset al. 1994), die als Degradations-Produkte, entstandeddy Aufreinigung
der Prionen, angesehen werden. Dennoch vermutetEreaArbeitsgruppen, dass es sich um
ein unkonventionelles Virus handeln kdnnte (Metzal. 1984; Rohwer 1984). Manuelidis
und Mitarbeiter wiesen intrazellulare, 25-nm groBeus-ahnliche Partikel in infektibsen
Gehirnanteilen und in infizierten Zellen situ nach, die nicht durch Antikérper gegen PrP
gebunden wurden und auch nicht Teil des patholbgisdrP-Amyloids waren. Die Autoren
sehen darin eine klare und stichhaltige Alternazive,protein only“-Hypothese (Manuelidis
2004; Manuelidiet al. 2007).
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Nach der ,protein-only“-Hypothese besteht die ,Riegion” der pathologischen Isoform in
der PrPsc-vermittelten autokatalytischen Umfaltuag PrPc zu PrPsc (Prusiner 1989). Dabei
ist die Aminosauresequenz beider Proteine iden{i@dschet al. 1985). Bisher gibt es zwei

Modelle zur Erklarung dieser Umfaltung:

Im Heterodimerisations-Modell (,refolding® modeladern sich jeweils ein PrPsc- und ein
PrPc-Molekil aneinander und bilden zunachst eiretdeimer. Das PrPc-Molekil nimmt
ebenfalls die abnorme Konformation des PrPsc anesniildet sich ein Homodimer, woraus
zwei Moleklle PrPsc hervorgehen. Vermutet wird Begeiligung eines weiteren Faktors,
maoglicherweise eines Enzyms oder Chaperons, da$aitein X bezeichnet wird. Dieses
Protein X bindet an das zellulare Prion-Proteingdass eine Zwischenform von PrPc entsteht,
das sogenannte PrP*, das zuganglich ist fur PriPeriéret al. 2000; Tellinget al. 1995).
Eine hohe Energie-Barriere verhindert dabei diensgpee Umfaltung von PrPc zu PrPsc. Das
Modell schlagt funf Stellen vor, an denen die PtRkkumulation mdglicherweise gestoppt
werden kann (Abb. 1).

Bei der Kristallisationskeim-Hypothese (,seedingbael) geht man davon aus, dass PrPc und
PrPsc in einem Gleichgewicht vorkommen, das stagumsten des PrPc vorliegt. Wenn sich
mehrere PrPsc-Molekile Gber einen langeren Zeitiamgsam zu einem Keim anordnen, in
dem PrPsc stabil ist und nicht mehr zu PrPc zuriehgt werden kann, kdnnen weitere
PrPsc-Molekiile angelagert werden und relativ s¢hmeleinem Amyloid aggregieren. Die
Aggregate zerfallen in ,infektiose Kristallisatid®sme®, die wiederum PrPsc-Molekile
anlagern konnen und die PrPsc-,Replikation” aufteethalten (Weissmanet al. 2002)
(Abb. 2).
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Abbildung 1: Heterodimerisations-Modell mit Betgiling eines Protein X.
Funf mogliche Ansatzpunkte, um eine PrPsc-Akkunmtarzu verhindern: 1. PrPc Synthese 2. Stabilisigru

von PrPc. 3. verstérkte PrPsc Beseitigung. 4. Bigdwon PrPc zu PrPsc. 5. Bindung von PrPc an dasiRrX
(Perrier et al. 2000).
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Abbildung 2: Kristallisationskeim-Hypothese: Dase{@hgewicht von PrPc und PrPsc liegt zugunsternPdBs
vor. Mehrere PrPsc-Molekule ordnen sich zu stabiggregaten an, in denen PrPsc nicht zurickgefaketen
kann und zerfallen zu ,infektidsen Kristallisatideegmen” (Weissmann et al. 2002).

Wie oben beschrieben stellt PrPsc die pathologisgsbform des zellularen Prion-Proteins
dar. Es hat zwar die gleiche Aminosauresequenvke, besitzt jedoch einen grof3eren An-
teil an 3-Faltblatt-Strukturen (Pabal. 1993) (Abb. 3). Im Gegensatz zu PrPc bildet egsinl
liche Aggregate und ist teilweise resistent gegenterdau mit Proteinase K. Proteinase K
spaltet N-terminal im Bereich von Aminosaure 90dass ein Protein von 27-30 kDa (PTP
30) entsteht, das als infektioses Agens angesehah (Bwolton et al. 1982; Prusineet al.
1982) und das Protease-resistente Kernstlick desfaliegen Prion-Proteins ist (Prusiredr
al. 1984). Wie auch PrPc kann PrPsc unglykosylierthneanaund diglykosyliert vorliegen.
Meistens liegt eine Mischung aller drei Formen én delle vor (Zanusset al. 2002).
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Abbildung 3: Dreidimensionale Strukturen des Priyoteins.

A: Die zellulare Form (PrPc) besteht Uberwiegensl helikalen Strukturen (rote Spiralen) und nur ggeim
Anteil an 3-Faltblatt-Strukturen (blaue Pfeile). Bie pathologische Isoform (PrPsc) entsteht nachu€osion
von PrPc zu PrPsc; es lberwiegt der Anteil an Beldt-Strukturen (blaue Pfeile) gegeniiber demelikalen
Strukturen (rote Spiralen) (Abbildung: Govaertsudtner, Cohen, University of California, San Fraaoi
http://cmp.ucsf.edu/Faculty/pdb_show.html?id=cohen)

Die Proteinase K-Schnittstellen variieren bei versdenen Formen der TSE. Aul3erdem
ergeben sich unterschiedliche Glykosylierungsvénisile, sogenannte Glykoprofile, anhand
derer eine genaue Unterscheidung der verschiedeBErErreger moglich ist. Sie werden als
Prionen-Stdmme, sogenannte ,strains” bezeichnetatZlich sind aber auch innerhalb einer
TSE-Form deutlich voneinander zu unterscheidendenf®ie feststellbar. Anhand des Glyko-
sylierungsprofils kann beispielsweise eine atyps€lorm von Scrapie klar von der klassi-
schen abgegrenzt werden. Eine exakte Charaktenigjeist bei Ubertragung der einzelnen
Isolate ins Mausmodell mdglich (Brueg al. 1992; Bruce 1996). Neben dem Glykoprofil
dienen auch die neuropathologischen Veranderungen genauen Bestimmung eines
,strains®. Hierbei wird ein Lasionsprofil nach emleestimmten Methode, dem sogenannten
.Lesion Profile Scoring” (Fraser and Dickinson 1968&rstellt. Ein weiteres Kriterium sind
Inkubationszeit und klinische Symptome. Von einetan8n spricht man dann, wenn die
Charakterisitka unter gleichen Bedingungen in eMawslinie konstant und reproduzierbar
sind. Um eine gleichbleibende Stabilitdt zu errercisind jedoch mehrere Passagen in einer
Mauslinie notig. Dabei ist die Variation der Stamaidhangig von der PrP-Konformation und

der Glykosylierung (DeArmonet al. 1997; Somerville 1999; Tellingt al. 1996).

AulBer im Zentralen Nervensystem kann bei den meisiSE Infektiositdt auch im
Lymphoretikularen System (LRS) nachgewiesen werd@mei das Ausmald der Beteiligung
variiert. Es gibt Hinweise darauf, dass sich diesgkiedenen Prionen-Stamme auch in ihrem
Gewebetropismus unterscheiden (Aguzzi 2004). Stastsporadischer Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (sCJD) und der neuen Variante (vCJD) solei Scrapie-kranken Schafen und

Ziegen, bei der Bovinen Spongiformen Enzephalopa(BiSE) der Rinder und Chronic
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Wasting Disease der Hirschartigen (CWD) das LR®etioffen (Bruceet al. 2001; Glatzel
et al. 2003; Mabbott and Bruce 2003; Sigurdsen al. 1999). Teilweise tritt PrPsc-
Infektiositat schon im LRS auf, bevor es im ZNS maeisbar ist (Doiet al. 1988). Bei
Schafen mit Scrapie und bei Menschen mit vCJID esdielsweise die PrPsc-Akkumulation
in den Tonsillen sehr hoch. Daher kann eine Tadiiopsie in beiden Fallen fur eine

frihzeitige Diagnose der TSE herangezogen werden.

Nach peripherer Exposition verlauft die Pathogenese Prionen-Erkrankungen in drei
Schritten: 1. Infektion und periphere Replikati@,Einwanderung von der Peripherie zum
ZNS und 3. Progressive Neurodegeneration (Aguzzi Heikenwalder 2005). PrPsc ist
assoziiert mit Follikularen Dendritischen ZellerD@) (Kitamotoet al. 1991) in lymphoidem
Gewebe wie Milz, Tonsillen, Peyerschen Platten ugchphknoten (Mabbotet al. 2000;
Montrasioet al. 2000). Mause ohne FDC und ohne eine organisierkeollrchitektur der
Milz zeigen eine deutlich verminderte Prionen-Rietiion nach peripherer Exposition (Prinz
et al. 2002). Ebenso scheint das Komplement-System maidua die Entstehung einer TSE
zu sein. Mause, denen Komplement-Faktoren fehlengten eine verstarkte Resistenz
gegenuber peripherer Inokulation (Klehal. 2001; Mabbotet al. 2001). In den Peyerschen
Platten ist PrPsc sehr friih nachweisbar. Der Tramspm Darm in das lymphoide System ist
jedoch weiterhin unklar. Es gibt Hinweise darawdssl M-Zellen, spezialisierte Epithelzellen
des lleums, moglicherweise der Ort des Prionenrissind (Heppneet al. 2001). Weiter-
hin wird eine Ausbreitung Uber Nervenfasern diskiitiNeuere Untersuchungen konnten
zeigen, dass die Weiterverbreitung von Prionelynmphatische Gewebe und in das periphere
Nervensystem auch Uber Makrophagen stattfindet izl et al. 2011). Da lymphoide
Organe vor allem sympathisch innerviert sind, liegte Verbreitung tUber sympathische
Nerven nahe, deren terminale Fasern nicht myedirisind somit zuganglich sind. Eine
Studie mit Rindern, denen eine hohe Dosis an BSEwarabreicht wurde, ergab Hinweise
auf eine simultane Ausbreitung von Prionen sowdddriparasympatische Nervenfasern des
Vagus-Nerves zum Gehirn als auch Uber sympatisckeved zum Rickenmark und
schlie3lich ins Gehirn (Hoffmanet al. 2007). AulRerdem wird der Nervus olfactorius afgeei
maogliche Eintrittspforte flr Prionen angesehen f@egt al. 2009). Neuere Untersuchungen
ergaben, dass auch prionenhaltige Aerosole efteiBnonenvektoren darstellen und fuhrten
zu einer erneuten Diskussion Uber Sicherheitsstdada Laboratorien sowie der fleisch-
verarbeitenden Industrie (Haybaestkal. 2011).
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Mause, bei denen eine chronische Nephritis, Hepatiter Pankreatitis induziert wurde und
die mit Scrapie infiziert wurden, wiesen PrPsc-Ajglaingen an den Orten der Entzindung
auf (Heikenwaldeet al. 2005). Im Fall einer Nephritits wird PrPsc auchUimn ausgeschie-
den (Seegeet al. 2005). Dies hat neue Diskussionen (ber eine ni@glldbertragung und
Verbreitung von TSE-Erregern Uber die Milch beidebmittelliefernden Tieren, bei denen
eine Mastitis vorlag, ausgeldst. Milch galt nachrsebiedenen Studien als unbedenklich
(Hadlow et al. 1982; Pattison and Millson 1961). Untersuchungeigten, dass sich bei
Schafen, die mit Scrapie infiziert waren und gleailig eine Mastitis aufwiesen, PrPsc in
lymphoiden Follikeln der entziindeten Milchdriiseagigrte (Ligioset al. 2005). Dabei war
PrPsc kolokalisiert mit Makrophagen und FDC. DiesBildung einer lymphofollikularen
Mastitis tritt vor allem bei Maedi-Visna-Virus- undykoplasma-Iinfektionen auf. Dagegen
konnte bei Scrapie-infizierten Schafen ohne Mastgowie bei Schafen, die zwar eine
Entziindung der Milchdriise aufwiesen, jedoch nicttafie-infiziert waren, PrPsc in der
Milchdriise nicht nachgewiesen werden. Eine Infektimit Scrapie bei gleichzeitigem
Vorliegen einer chronischen Entzindung kann demrmacteiner PrPsc-Akkumulation in
sonst nicht betroffenen Geweben flihren. Im ApriD0vurde eine Studie veroéffentlicht, in
der Scrapie-freien Lammern aus Neuseeland Kolostoam. Milch von Scrapie-kranken
Mutterschafen verabreicht wurde. Die Ergebnissdaien darauf hin, dass das Risiko einer
Ubertragung von Scrapie auf Lammer uber die Aufrahwon Kolostrum bzw. Milch
durchaus besteht (Konoldt al. 2008). Dies wurde durch eine weitere Studie bigstat
(Lacrouxet al. 2008). Eine gleichzeitige Infektion mit dem Ma&tisnha-Virus scheint dabei

ebenfalls eine Rolle zu spielen (Leblatal. 2006).

Wahrend eine Ubertragung von Scrapie (iber die Rlazds wahrscheinlich gilt (Andreoletti
et al. 2002; Raceet al. 1998), sind die Ergebnisse beziiglich einer makenn8bertragung
von BSE kontrovers. Bisher konnte PrPsc in Plazemt BSE-infizierten Kihen bzw. im
Mausmodell nicht nachgewiesen werden (Castillal. 2005; Wrathall 1997). Auch die Frage
nach einer Ubertragung uber die Milch ist nicht Igek Bei bisherigen Untersuchungen
konnte bei Rindern eine Ubertragung von BSE lberMiich nicht eindeutig nachgewiesen
werden (Castillaet al. 2005; Everesgt al. 2006). Bedeutender erscheint hier die Ubertragung
Uber das Blut (Castillat al. 2005; Houstoret al. 2008; Hunteet al. 2002).
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2.2 Das zelluléare Prion-Protein (PrPc)

Das PRNRGen ist beim Menschen auf Chromosom 20, bei MawmgnChromosom 2
lokalisiert. PrPc ist ein Sialoglykoprotein unddet sich auf der Zellmembran. Es wird tGber
das endoplasmatische Retikulum und sekretoriscisé&®lean die Zelloberflache transportiert
und ist Uber einen GPI-Anker an die Zelloberflagfgbunden (Stahét al. 1987). In nur
wenigen Ausnahmen, wie zum Beispiel im Magen undanm, wurde PrPc in Sekretions-
granula der Epithelzellen nachgewiesen (Foureteal. 1998). Das zellulare Prion-Protein
besteht aus 256 Aminosauren. Untersuchungen mKiisresonanzspektroskopie (Nuclear
Magnetic Resonance, NMR) haben gezeigt, dass Pbeoviegend aus alpha-helikalen
Strukturen und nur wenigen beta-Faltblatt-Strukiubesteht (Rielet al. 1996; Zahret al.
2000). Es ist loslich in Detergentien und wird duMerdau mit Proteinase K vollstéandig
abgebaut.

Die physiologische Funktion dieses Proteins isthnoicht vollstandig verstanden. Das
zellulare Prion-Protein kann unglykosyliert, eimleo zweimal glykosyliert vorliegen. Mit der
Entwicklung von PrP-knock-out-MauserPrap”®) erhoffte man sich Hinweise auf die
Funktion des Proteins. Doch die Mause entwicketieh normal und waren gesund (Bueler
et al. 1992). PrPc scheint somit fur die Lebensfahigieit Mause nicht essentiell zu sein. Es
traten lediglich geringe Abweichungen, wie z.B. &faterungen im Schlafverhalten der Tiere,
auf (Tobleret al. 1996).Prnp”°-Mause sind jedoch resistent gegeniiber einer Rrifsktion
(Bueleret al. 1993). Die Inokulation dieser Mause mit Gehirnhgerat von Scrapie-kranken
Mausen fihrte zu keiner Erkrankung. Es konnte k&leebreitung und keine subklinische
Replikation von PrPsc nachgewiesen werden (Seiled. 1994). PrPc scheint somit fur die
Prionen-Replikation essentiell zu sein. Brandnedt Whtarbeiter konnten zeigen, dass PrPc
aulRerdem notig ist fur eine Schadigung von Neuraraah Prionen-Inokulation (Brandnetr

al. 1996). PrB%Neuronen, die an infizierte PP Gehirnimplantate angrenzen, zeigen keine

Schadigung.

PrPc wird vor allem in Neuronen, aber auch in agletellen wie z.B. Gliazellen, Lympho-
zyten, Follikular-Dendritischen Zellen (FDC), imrikaeas, im Bronchus-assoziierten Lymph-
gewebe der Lunge (BALT), Perizyten von Blutgefa®ed in der Nebenniere sowie in der
Skelettmuskulatur exprimiert (Fort al. 2002). Im Gehirn konnte PrPc an prasynaptischen
Nervenendigungen nachgewiesen werden (Foumtied. 1995; Haeberlet al. 2000), was
vermuten lasst, dass PrPc eine Rolle bei der sigehen Ubertragung spielt. Weitere
Untersuchungen zeigen, dass PrPc Kupfer-lonen bumtkesomit moglicherweise wichtig fir
den neuronalen Kupfer-Metabolismus ist (Brogtral. 1997a; Stockedt al. 1998). Weiterhin
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wird eine Beteiligung von PrPc beim Transport vaseB vermutet (Singkt al. 2009). Der
Laminin-Rezeptor wurde als Rezeptor fur die zetilAufnahme von sowohl PrPc als auch
PrPsc beschrieben (Gauczynskial. 2001; Gauczynsket al. 2006). In den letzten Jahren
fanden sich Hinweise darauf, dass PrPc eine wiehRglle bei der zellularen Abwehr
gegeniiber oxidativem Stress spielt. Zellen von”BNPausen sind anfalliger gegentiber
oxidativem Stress als Zellen von Wildtyp-Mauseno{Bn et al. 1997b). Andere Studien an
PrP’°-Méausen zeigten eine Erhdhung von oxidativen Stkskern in vivo verglichen zu
den Wildtyp-Mausen (Browret al. 2002; Wonget al. 2001). Mdglicherweise besteht die
Pathogenese der TSE teilweise in dem Verlust eégufutzfunktion des zellularen Prion-
Proteins hinsichtlich der Bewaltigung von oxidativé&tress (Giese and Kretzschmar 2001).
Neuerdings wurden weitere Proteine, wie Neurofasoih M6-a identifiziert, die moglicher-
weise in Wechselwirkung mit PrPc stehen (Rutishaeseal. 2009). Zahlreiche Studien
weisen auflerdem auf eine Beteiligung von PrPc heamsmembranen Signaling und der
Zelladhasion hin. Bisher bleibt die physiologisdRelevanz der nachgewiesenen Interaktio-
nen jedoch unklar (Westergaedl al. 2007). Auch die Frage, ob der Verlust der biololgen
Aktivitat von PrPc nach Kontakt mit PrPsc oder abeurotoxische Eigenschaften von PrPsc
selbst die Pathogenese beeinflussen, ist nichgeglVestergaret al. 2007). Eine physiolo-
gische Funktion des zellularen Prion-Proteins uackn Bedeutung fir die Verbindung zu
maoglichen Interaktions-Partnern konnte jedoch ineeineueren Studie gezeigt werden.

Bremer und Mitarbeiter zeigten, dagsnp”’

Mause eine chronische demyelinisierende
Polyneuropathie entwickeln und konnten PrPc alditige Verbindung in der transzellularen

axomyelinischen Interaktion identifizieren (Brene¢mal. 2010).

2.3 Speziesbarriere und Ubertragung

Durch Ubertragungsversuche von unterschiedlicheionBn-Stammen auf verschiedene
Tierarten konnte nachgewiesen werden, dass essahiedlich stark ausgepréagte Barrieren
zwischen den Spezies gibt. Dies zeigt sich in e&hbweise sehr langen Inkubationszeiten
oder in der Tatsache, dass keine Erkrankung bzigktinsitat im Gewebe nachgewiesen
werden kann. Es gibt dabei mehrere Faktoren, dieldreAusbildung einer Speziesbarriere
eine Rolle spielen: 1. Unterschiedliche PrP-Seqgererzvischen Prionen-Donor und -Emp-
fanger, 2. Der Prionen-Stamm und 3. Die Speziezifig¢ des Protein X (Prusiner 1998). So
konnte z.B. die Transmissible Enzephalopathie derz&l (Transmissible Mink Encephalo-

pathy, TME) experimentell auf Schafe, Ziegen undnisier, nicht aber auf Mause Utbertragen
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werden (Marshet al. 1969). BSE kann experimentell auf Mause, nichtr ahé Hamster
Ubertragen werden (Dawsenhal.1991; Fraseet al. 1988).

Normalerweise ist die Inkubationszeit wahrend dstem Passagen in einer neuen Spezies
verlangert und/oder uneinheitlich. Schliel3lich \igdt sie sich nach einigen Passagen und
klinische sowie histologische Merkmale werden eitlicher. Die dabei zugrunde liegenden
Mechanismen sind nicht bekannt. Innerhalb der Wesenen Mauslinien ist die Empfang-
lichkeit fur verschiedene Prionen-Stamme wiederwamabel. Aulerdem ist die Entstehung
einer Erkrankung abhangig von der Inokulationsdosigl dem Inokulationsweg. Im
Mausmodell werden verschiedene Inokulationswegeewwagdet. Die intrazerebrale (ic)
Inokulation ist die effizienteste, aber auch unnafiiste Ubertragung. Daneben gibt es
verschiedene periphere Wege wie die intravendge ifitraperitoneale (ip), intramuskulare
(im), subkutane (sc) und orale bzw. intragastr{a¢ Inokulation. Mit der Herstellung von
transgenen Mausen, die das zellulare Prion-Pret@nanderen Spezies wie z.B. das ovine,
bovine oder humane PrPc anstelle des Maus-PrPcinegpen, ist es mdglich, im
Mausmodell das eventuelle Vorhandensein von Spsmigeren oder zumindest die

Wabhrscheinlichkeit einer erfolgreichen Ubertragangintersuchen.

Bei Untersuchungen zur Speziesbarriere stiel3 masudoklinische Infektionen. Im Gegen-
satz zu praklinischen Infektionen bleiben die Tierié subklinischen Verlaufen wahrend der
gesamten Lebensdauer asymptomatische Trager vektibditat. Da Prionen-Erkrankungen
ausgesprochen lange Inkubationszeiten aufweisedieidJnterscheidung zwischen pra- und
subklinischen Verlaufen teilweise schwierig. DiezBehnug ,subklinische Infektion* wird
dann gebraucht, wenn Prionen-Replikation ohne disbfdung klinischer Symptome wéh-
rend der normalen Lebensdauer auftritt (Hill andli@ge 2003). M&use sind beispielsweise
resistent gegentiber dem Hamster-Scrapie-Stamm 2ZK8Kberlin et al. 1989). Nach ic-
Inokulation bleiben alle Mause klinisch gesund. &amd Mitarbeiter untersuchten die
Gehirne der Tiere Uber einen Zeitraum von 782 Teagewmohl auf Hamster-PrPres als auch
auf Maus-PrPres (Raad al. 2001). Hamster-PrPres lield sich kurz nach dektitfie nach-
weisen. Zwischen Tag 5 und Tag 240 war weder Hamsteh Maus-PrPres nachweisbar
und ab 310 Tagen waren 13 von 36 inokulierten Mawmsssitiv fir Maus-PrPres, aber nicht
fur Hamster-PrPres. Diese Ergebnisse lassen dachliE3en, dass einerseits eine subklini-
sche Infektion vorlag (alle Mause waren Uber desaggen Beobachtungszeitraum klinisch
unauffallig) und sich andererseits das infektioggerds in den Mausen verandert hatte. Eine

weitere Studie kam zu ahnlichen Ergebnissen und alienfalls Infektiositat in Geweben von
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klinisch gesunden Tieren und eine ,de novo PriopHRation” nach (Hillet al. 2000; Racet
al. 2001).

Subklinische Verlaufe treten nicht nur beim Ubersiten der Speziesbarriere auf. Sie konn-
ten auch nach Inokulation sehr geringer Dosen weei mauspathogenen Prionen-Stammen
(RML und ME7) in tga20-Mausen beobachtet werderafkinayet al. 2002). Dabei trat bei
einigen dieser Tiere ein Schwanken zwischen sehinggradigen Scrapie-Symptomen und
einem vollkommen gesunden Erscheinungsbild aukeréssanterweise wiesen Tiere mit
subklinischer Infektion, die 200 Tage nach Inokiolatgetdtet wurden, eine &ahnlich hohe
Menge an Infektiositat auf wie terminal kranke Mé&uy3hackrayet al. 2002). Die dabei
verwendeten tga20-Mause Uberexprimieren das zedliRdion-Protein um den Faktor zehn
und haben wesentlich kirzere Inkubationszeiten arghich zu Wildtyp-Mausen (Fischet

al. 1996).

2.4 Neuropathologie

TSE sind gekennzeichnet durch das Auftreten vonalirarakteristischen Verdnderungen im
ZNS, namlich durch eine spongiforme Degeneratiame astrozytare Gliose und den Nach-
weis von PrPsc. Trotz zahlreicher Untersuchunged gie pathologischen Mechanismen zur

Entstehung dieser drei Merkmale und ihr Zusammegach immer ungeklart.

Astrozyten sind wichtig fur die Erndhrung und Starkvon Neuronen sowie die Regulation
von lokalen Konzentrationen von Neurotransmittenal Wonen. Das Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP) ist der am haufigsten gebrauchtekbfdiiir Astrozyten. Es gehort zur Klasse
lll der Intermediarfilamente (Gomex al. 1999). Eine reaktive Gliose infolge einer Ablage-
rung von unléslichen Proteinen im Gehirn kommt abeh anderen Erkrankungen wie bei-
spielsweise bei der Alzheimer-Krankheit oder beiowd-Syndrom vor. In TSE spielt mogli-
cherweise die Interaktion von PrPsc mit GFAP eindeR Aktivierte Astrozyten treten haufig
dicht bei Prionen-Plaques auf und umgeben diesehneih Fortsatzen (Yet al. 1998b). Es
konnte gezeigt werden, dass hohe KonzentrationenRr®sc mit der Menge der GFAP-
MRNA korrelieren und weniger mit der Ausbildung vdakuolen (Manuelidiet al. 1987).
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass Astrozygelihst PrPsc produzieren oder akkumulie-
ren, was zu einer noch starkeren Ausbildung derog&gtose fiuhrt (Yeet al. 1998a). In
diesem Fall wiirden Astrozyten ebenso eine aktiereaktive Rolle in der TSE-Pathogenese
spielen (Fraseet al. 2003). Neben Astrozyten sind auch Mikroglia an Bathogenese von
TSE beteiligt (Rezaie and Lantos 2001) (Abb. 4¢ Werden ebenfalls durch PrPsc aktiviert.
Es konnte gezeigt werden, dass die NeurotoxizaatRrR27-30 mit der Expression von PrPc
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sowie der Aktivierung von Mikroglia gekoppelt issieseet al. 1998). Schliel3lich wird eine
maogliche direkte Neurotoxizitat von PrPsc selbskadtiert (Chiesa and Harris 2001; Forloni
et al. 1993).

PrP°® INTERACTION

MICROGLIA NEURONS ASTROCYTES
ACTIVATION DEGENERATION ACTIVATION
Inflammatory Medlstors Inflammatory Medlators
Aeactive Oxygen i APOPTOSIS ECM Degrading Enzymes
ECM Degrading Enzymes Glutamate Toxicity
NEUROTOXICITY NEURONAL LOSS ASTROCYTOSIS
IFORM VAGUOLATION FIBRILLARY GLIOSIS
PHAGOCYTOSIS SPONGIFO! CUOLATIO RSNy

STATUS SPONGIOSUS J

Abbildung 4: Schema zur Pathogenese der TSE: kiteravon PrPsc und Zellen des ZNS (Rezaie anddsant
2001).

Die Verteilung der Lasionen im Gehirn variiert lggin verschiedenen TSE und ist charakte-
ristisch fur einzelne Prionen-Stdmme. Bei der \iemg von PrPsc-Ablagerungen kann
aulBerdem die Art der Akkumulationen unterschiedBeim. PrPsc kann sich intraneuronal,
auf der Oberflache von Neuronen oder im Neuropie@hern. Es kann diffus verteilt sein,
als feingranulare Ablagerungen oder als sogennaRmnePlaques (Sikorsket al. 2009)

vorkommen.

2.5 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien bdiieren

2.5.1 Scrapie

Die alteste bekannte TSE ist Scrapie. Sie komm8bhafen, Ziegen und Moufflons vor und
wird auch als Traberkrankheit bezeichnet. Scrapteats der Prototyp der Prionen-Erkran-
kungen. Bereits Mitte des 18. Jahrhunderts wurdepse als tddlich verlaufende Erkrankung
beim Schaf beschrieben. 1937 verendeten in Schdttiach Verabreichung eines Formalin-

behandelten Impfstoffes gegen ,Louping ill*, deisdwntaminierten Gehirnen von erkrank-
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ten Schafen hergestellt worden war, mehrere hurBtdrafe an Scrapie. Bereits 1939 wurde
die experimentelle Ubertragung von Scrapie bescarigCuille and Chelle 1939) und es ver-
hartete sich der Verdacht, dass es sich um einentrégbaren Erreger handelte (Bessen
1996).

Die Infektionswege sind nur teilweise bekannt. 8isher gilt die horizontale Ubertragung
(Ryder et al. 2004), z.B. durch infektiose Nachgeburten auf WeidAul3erdem wird eine
vertikale Ubertragung peri- und post partum vom teitier auf das Lamm vermutet
(Brotherstoret al. 1968; Pattisoet al. 1974).

Inzwischen ist bekannt, dass verschiedene Genotypgrschafs mit unterschiedlicher Emp-
fanglichkeit fur Scrapie korrelieren (Bedt al. 1995; Goldmanrt al. 1994). An Codon 136,
154 und 171 dePrnp-Gens treten Polymorphismen auf, die bei den emerelSchafrassen
unterschiedlich oft vorkommen. Es ergeben sich lduxastausch der Aminosduren an den
genannten Codons funf verschiedene Allele: VRQ, ARQH, AHQ und ARR. Dabei gilt
der PrP Haplotyp ARR bei den meisten Schafrassenaiiezu resistent, der VRQ Haplotyp
dagegen als am starksten empfanglich fir Scrapat éBal. 1995; Hunteet al. 1996). In der
Europaischen Union wurden daher ZuchtprogrammeSfilrafe mit resistenten Genotypen
beschlossen (Entscheidung der Kommission 2003/T8)0/E

In den letzten Jahren wurden verschiedene atypiSchapie-Falle beschrieben. 1998 wurden
in Norwegen die ersten Félle entdeckt und als Nbo&@&ichnet (Benestad al. 2003). Durch
ein abweichendes Reaktionsmuster bei Schnelltesmtsnan auf diese neue Form von Scrapie
aufmerksam geworden. In der Western Blot Analysgteesich ein abweichendes Glykosy-
lierungsverhaltnis mit einer Bande mit niedrigemsolekularer Masse (11-12 oder 7-8 kDa)
als in klassischen Scrapie-Féllen, die mit einamvederten PK-Resistenz dieses Erregers
einhergeht (Benestaat al. 2008). Zudem konnte bisher im Gegensatz zu kiessis Scrapie-
Fallen PrPsc nicht im lymphoretikularen SystemTere nachgewiesen werden (Buschmann
et al. 2004; Nentwiget al. 2007). Vakuolisierung trat vor allem im Kleinhinnd im
cerebralen Cortex und nur in geringem Mal3e im Hamen auf. Alle finf untersuchten
Schafe hatten den Genotyp AHQ/ARQ oder AHQ/AHQ imgénsatz zu den bis dahin
aufgetretenen Fallen von klassischer Scrapie invdgen, die immer mit dem VRQ Allel
assoziiert waren (Tranulet al. 1999). Mittlerweile sind auch in anderen europ@escLan-
dern sowie in Nord-Amerika atypische Falle von $eanachgewiesen worden (Buschmann
et al. 2004; Cook 2007; De Bosscheredtlal. 2004; Onnascht al. 2004). Interessanterweise

scheinen die als weitgehend resistent eingest@emotypen (ARR) ebenfalls empfanglich
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fur diese Form von Scrapie zu sein (Le Rual. 2005). Dies stellte die von der Europaischen
Kommission beschlossenen Zuchtprogramme in Fragee.Hdtscheidung wurde daher im
Juni 2007 wieder aufgehoben (Verordnung (EG) N7/Z@07 der Kommission). Mittlerweile
konnten auch Falle von klassischer Scrapie in ARERASchafen nachgewiesen werden, die
sich klar von BSE und atypischer Scrapie untersigrelie3en (Groschugt al. 2007). Auch

bei Ziegen wurde das Auftreten von atypischen Rallen Scrapie in Frankreich, Italien und
der Schweiz beobachtet (Seuberlahal. 2007). Die erfolgreiche Ubertragung von Isolaten
der atypischen Form in tg338-Mause, die das ovirke Uberexprimieren (VRQ Allel) (Le
Dur et al. 2005), sowie innerhalb des natirlichen Wirtes $¢Bemmonset al. 2007) weisen
darauf hin, dass es sich um einen stabilen Sc&faiern handeln kénnte. Dennoch tritt die
atypische Form naturlicherweise wesentlich seltenérals die klassische Form. Mdglicher-
weise hangt dies mit der starkeren Empfindlichgegenliber Proteasen zusammen, was den
Stamm auch weniger robust gegeniber Umwelteinfiiisaacht (Simmonset al. 2007).
Diskutiert wurde daher auch das Vorliegen einesigmen genetischen Geschehens, &hnlich
den familiaren Formen beim Menschen (z.B. GSS,lfaraiCJD oder FFl, siehe auch Kapitel

2.6), die ebenfalls experimentell Ubertragbar $Medsterset al. 1981; Tellinget al. 1996).

Scrapie ist weltweit verbreitet, nur Australien uNduseeland gelten als Scrapie-frei. Auf-
grund unzureichender Uberwachungsprogramme isttateéichliche Scrapie-Status einiger
Lander jedoch unbekannt (Anonym 2008c). Bisher kenikein epidemiologischer

Zusammenhang zwischen Scrapie und humanen TSEzaidgeerden.

Generell sind Schafe im Alter zwischen zwei undf flethren betroffen (Hoinville 1996); fur
die atypische Form von Scrapie wird auch von esmgmifikanten Anzahl von Tieren alter als
funf Jahre berichtet. Die Inkubationszeit liegt ge¥ien mehreren Monaten und vier Jahren.
Klinisch treten zunachst unspezifische Verhaltgirasigen wie Orientierungsprobleme,
Absonderung von der Herde oder starrer Blick aid, riur bei regelmafiger und genauer
Beobachtung der Tiere auffallen. Im Verlauf werd#gamn neurologische Ausfallerschei-
nungen deutlicher. Die klassischen Symptome siadkat Juckreiz (englisch: to scrape:
kratzen), Koordinationsstérungen, Zittern, Ubergiaerkeit, fortschreitende Ataxie bis hin
zum Festliegen der Tiere sowie Gewichtsverlust.azleh kénnen Krampfe und Blindheit
sowie der sogenannte ,Knabber-Reflex" auftretendben das Tier auf Palpation im Ricken-
Lenden-Bereich mit charakteristischen BewegungeriLiggpe und der Zunge reagiert (Healy
et al. 2003). Bezlglich der Abgrenzung zu der atypisdierm von Scrapie zur klassischen
Variante wurde lediglich ein haufigeres und detigi@s Auftreten von Ataxie beschrieben

(Konold et al. 2007). Aufgrund der starken Variabilitéat der kichen Symptome sollte die
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Diagnose Scrapie generell bei neurologischen Symgtounklarer Atiologie in Betracht
gezogen werden (Konokt al. 2006). Differentialdiagnostisch sind Listeriosaljészky’sche
Krankheit, Maedi-Visna, Borna’'sche Krankheit, Ket@odwie Intoxikationen und Ektoparasi-

tosen zu berucksichtigen.

2.5.2 Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE)

Wells et al. beschrieben 1987 die ersten Féallerdige dahin unbekannten zentralnervésen
Erkrankung bei drei bis sechs Jahre alten Holstaegian Rindern aus vier verschiedenen
Herden in GroRRbritannien und ordneten sie den T&ES# bezeichneten sie als ,Bovine
Transmissible Enzephalopathie® (BSE) (Wadtsal. 1987). Zunachst lieferten umfangreiche
epidemiologische Untersuchungen Hinweise zum Viedst& der Erkrankung (Wilesmitkt

al. 1988; Wilesmithet al. 1991). Die Krankheit trat zunachst hauptsachliciMilchviehher-
den im Suden des Landes auf und wurde spater agfedamtem Insel registriert (Mields

al. 2001). Ein Vergleich zwischen Milch- und Fleisciderherden in GroRbritannien zeigte
eine deutlich héhere Inzidenz der Krankheit in Miloderherden (Nathansat al. 1997). Da
Tiermehle in wesentlich groReren Mengen an Milathemals an Fleischrinder verfuttert wer-
den, lieferte dies ebenfalls einen Hinweis fir dgertragung der Erkrankung durch Verfitte-
rung kontaminierter Tiermehle (Nathansetnal. 1997; Wilesmithet al. 1992). Die als Kraft-
futter eingesetzten kontaminierten Tiermehle, diecd Anderungen im Herstellungsverfah-
ren fur Tierkdrpermehl Ende der 1970er Jahre ungemdi inaktiviert waren, wurden als
Ursache der BSE verantwortlich gemacht. Die Zugadre organischen Lésungsmitteln und
damit verbundene Erhitzungsschritte entfielen unduweichend inaktivierte TSE-Erreger
verblieben im Tierkdrpermehl. In Deutschland wurdelem eine Verbreitung von BSE Uber

infektiose Milchaustauscher diskutiert (Kamphue87)9

1994 wurde ein EU-weites Verfitterungsverbot voarifiehl an Wiederkduer beschlossen,
das im Dezember 2000 auf ein Verfutterungsverbat ¥eermehl an jegliche Tierarten

ausgeweitet wurde.

Die meisten BSE-Falle wurden in Grof3britannien s&gart mit einem Maximum in den

Jahren 1992 (37.280 Falle) und 1993 (35.090 FéA@mpnym 2011a). Seitdem sind die
Zahlen in Grol3britannien kontinuierlich gesunkerd dagen im Jahr 2010 bei 11 und bis
Ende Juni fur das Jahr 2011 bei 3 Fallen. Mittléeveind aus allen EU-Landern BSE-Falle
bekannt und auch weltweit, z.B. in den USA und dapét BSE auf (Anonym 2011b) (Abb.

5). In Deutschland trat der erste BSE-Fall 1992 wobei es sich hierbei um ein importiertes
Tier handelte. Die bisher hochsten Zahlen wurde®éutschland mit 125 Fallen im Jahr



2 Literaturiibersicht 18

2001 und 106 Fallen im Jahr 2002 registriert. ®@itdgehen auch in Deutschland die
gemeldeten BSE-Falle zurtick; im Jahr 2009 lag dibl Dei zwei positiv getesteten Tieren
und fur 2010 wurden keine BSE-Falle gemeldet (Amor2011b).

Zusatzlich zu dem Verfitterungsverbot von Tiermehhaurde durch die Verordnung (EG)

Nr. 999/2001 vom 22. Mai 2001 (zuletzt gedndertd3192.2009) die Entfernung spezifizier-

ter Risikomaterialien bei der Schlachtung von Rindeschafen und Ziegen beschlossen.
Danach gelten bei Rindern Schéadel ohne Unterkigéetpch einschliel3lich Gehirn und

Augen sowie Ruckenmark von tber 12 Monate alterd®&im sowie die Wirbelsdule ohne

Schwanzwirbel, aber einschlief3lich der Spinalgamglivon tber 30 Monate alten Rindern
und die Tonsillen, die Eingeweide von DuodenumBRxegtum und das Gekrdse bei Rindern
jeden Alters als Risikomaterial. Bei Schafen unelgéin gelten Schadel, einschliel3lich Gehirn
und Augen, Tonsillen und Rickenmark von tber 12 Meralten Tieren sowie die Milz und

das lleum von Schafen und Ziegen jeden Alters ai&k&mnaterial.

Geographical distribution of countries that reported at least one BSE confirmed case
since 1989

Abbildung 5: Weltweite Verbreitung von BSE (Quell&ffice International des Epizooties (OIE); World
Organisation for Animal Health ; http://www.oie fahimal-health-in-the-world/bse-specific-data/map).

Mit der Einflhrung von BSE-Schnelltests im Jahr @0@erden zudem EU-weit alle
geschlachteten bzw. verendeten Rinder, die Ubek@80ate alt sind, auf BSE untersucht.
Deutschland hatte damals das Testalter auf 24 Momatuntergesetzt. Mittlerweile gelten
jedoch auch in Deutschland die EU-weit einschlagiy@rgaben mit einem Testalter von
Uber 30 Monaten. Bei Notschlachtungen liegt dasaltes weiter bei 24 Monaten. Diese EU-
weite Mallnahme fuhrte dazu, dass teilweise bisndBBIE-freie Lander die ersten positiven
Falle meldeten. Das bisher jingste positiv getes®ehd war 20 Monate alt (Ducret al.
2008).
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Klinisch manifestiert sich die Erkrankung durch Kaitensanderungen wie Angstlichkeit
oder Aggressivitat sowie Uberempfindlichkeit gedasiiBeriihrung, Larm und Licht. Es
kommt zu Bewegungsstorungen und mit fortschreitendéaxie und Schwéche zum
Festliegen der Tiere. Der bei Scrapie stark ausgggrduckreiz kommt bei Rindern nicht
oder nur in sehr abgeschwachter Form \es. erkranken Rinder ab einem Alter von 20
Monaten; das Durchschnittsalter liegt bei vierdmshs Jahren und der klinische Verlauf kann
bis zu sechs Monaten andauern (Anonym 2008a; Metldd. 2001). Wie auch bei Scrapie
sind die klinischen Symptome vor allem zu Beginnérankung variabel und unspezifisch.
Differentialdiagnostisch missen hier Ketose, Hypgnesie, Listeriose und Intoxikationen in

Betracht gezogen werden (Anonym 2008a).

Der Ursprung des BSE-Erregers ist weiterhin unkdarfgrund der starken Verbreitung von
Scrapie bei Schafen in Grof3britannien wird eine tdonnation von Tiermehlen mit Scrapie
durch Verarbeitung von verseuchten Schafkadaveskutert (Nathansomet al. 1997). Da
sich Scrapie und BSE-Isolate jedoch deutlich voaadler unterscheiden lassen (Bruce 1996),
ist fraglich, ob tatsachlich der Scrapie-Erregex dfsache fir BSE in Frage kommt. Dies
wurde bedeuten, dass es in der gesamten Kettaeu\éeranderung des Erregers gekommen
sein muss, moglicherweise durch das neue Verfahrder Herstellung von Tiermehlen Mitte
der 1970er Jahre. Scrapie konnte experimentelizateberal auf Rinder Ubertragen werden,;
es ergaben sich jedoch nicht die fiir BSE typisdkennzeichen und Lasionen (Clagk al.
1995; Cutlipet al. 1994). Auch die intrazerebrale Ubertragung vonafier in transgene
Mause, die das bovine Prion-Gen exprimieren, ergalsopathologische Veranderungen, die
sich deutlich von denen nach Ubertragung von BSE. w£JD unterschieden (Scait al.
1999). Nach experimenteller oraler Ubertragung Samapie auf Rinder zeigte keines der
Tiere klinische Symptome. Ebenso konnten wederdrési noch PrPsc in den Gehirnen und
im Riuckenmark der infizierten Tiere nachgewiesemder (Cutlipet al. 2001). Weiterhin
wird diskutiert, ob moglicherweise der BSE-Erregelbst durch Verarbeitung von infizierten
Rindern zu Tiermehl immer wieder in die Nahrungskegelangt ist. Neuerdings wird eine
weitere Theorie diskutiert, in der die Autoren davausgehen, dass der Ursprung der
Erkrankung moglicherweise von der Ubertragung hiemaMaterials ausging (Colchester
and Colchester 2005).

Bisher ging man davon aus, dass es sich bei BSEimem einzigen Prionen-Stamm handelt,
denn bisher waren samtliche untersuchten BSE-tsplaénotypisch ahnlich und biochemisch
nicht zu unterscheiden (Collinget al. 1996; Kucziuset al. 1998; Kuczius and Groschup

1999). In jungster Zeit wurden jedoch zwei sogetaratypische BSE-Félle bei Rindern in
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Frankreich (Biacabeet al. 2004) und Italien (Casalonet al. 2004) beschrieben. Der in
Frankreich entdeckte Fall war charakterisiert dweicte h6here molekulare Masse des ungly-
kosilierten PrPsc und wird als ,H-type* (BSE-H) bé&hnet. Bei dem in Italien beschriebe-
nen Fall zeigte sich eine abweichende Verteilung RdPsc im Gehirn und amyloide Plaques,
die dieser Form zunachst die Bezeichnung ,Bovingylaide Spongiforme Enzephalopathie®
(BASE) einbrachte. Aul3erdem zeigte sich biochemesok niedrigere molekulare Masse des
nicht-glykosilierten PrPsc und fiihrte zu der Belaritng ,L-type* (BSE-L). Mittlerweile sind
aus verschiedenen anderen Landern weitere atypiB8teFalle gemeldet worden, unter
anderem auch aus Schweden, wo bis 2006 noch kelrHa®$ registriert worden war
(Buschmanret al. 2006; Ducrotet al. 2008). Das Alter der betroffenen Tiere lag zwisclhe
und 18 Jahren mit einer deutlichen Ausnahme, digapan bei einem erst 23 Monate alten
Rind auftrat (Yamakawat al. 2003). Der Ursprung dieser neuen, atypischen Fomos
BSE ist noch vollkommen unklar. Es werden versamiedHypothesen diskutiert wie z.B.
eine wesentliche Veranderung des BSE-Erregers, midgicherweise andere Quelle von
TSE, eine bisher unerkannte Form der TSE (Batoal. 2007b) oder Mutationen dé&RNP
als genetischen Ursprung fur atypische BSE (Rioldtldall 2008; Staclet al. 2009). Mogli-
cherweise handelt es sich auch um eine sporadisittetende Form der TSE wie sie auch
von humanen TSE bekannt ist (Barenal. 2007b; Buschmanat al. 2006). Beide Formen
der atypischen BSE konnten bereits in Mause Ulggtraverden und waren klar von der
klassischen Form unterscheidbar (Beringtial. 2006; Buschmanat al. 2006). Eine weitere
Studie konnte zeigen, dass bei der Ubertragund38&sL in tg650-Mause, die das humane
Prion-Protein mit Methionin im Codon 129 sechsfatlerexprimieren und hochempfanglich
fur vCJD sind, keine signifikante Speziesbarriezstbht (Beringuet al. 2008). Im Vergleich
waren fir die Ubertragung von klassischer BSE Besisagen in der Maus nétig, was auf eine
deutlich ausgepragte Speziesbarriere hinweist. Bertragung des BSE-H auf diese Mause
gelang nicht. Eventuell ist das zoonotische Rigikb BSE-L demnach hoher einzuschatzen
als mit klassischer BSE (Beringuet al. 2008). Auch eine Ubertragung des BSE-L auf
Makaken war bereits erfolgreich (Orat al. 2011). Eine neuere Studie zeigte, dass nach
intracranialer Gabe von BSE-L- und BSE-H-IsolatenRindern keine relevanten PrPsc-
Ablagerungen in peripheren Geweben wie z.B. TasilMilz, Peyersche Platten, Zunge und

den retropharyngealen Lymphknoten nachweisbar w@alkema-Buschmanet al. 2011).

Ein erster Fall von BSE in einer Ziege wurde awumkreich beschrieben (Elat al. 2005).

Hierbei zeigte PrPres ahnliche molekulare Eigersehavie im Fall von BSE und war auch
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nach Ubertragung in Mause nicht von BSE zu unteisem. Inzwischen gibt es aus

Grof3britannien Hinweise auf einen zweiten Fall BS8E in der Ziege (Jeffregt al. 2006).

2.5.3 Transmissible Enzephalopathie der Nerze (Tramissible Mink Encephalopathy,
TME)

Noch bevor BSE bekannt wurde, trat auf Zuchtfarnmenden USA die Transmissible
Enzephalopathie der Nerze (Transmissible Mink Ehakgpathy, TME) auf. Auch hier wird
eine orale Ubertragung, vor allem durch Scrapiet&miniertes Schaffleisch, vermutet.
Diskutiert wurde jedoch auch eine Ubertragung dwetarbeitetes Rindfleisch (Marsh and
Bessen 1993). Die Krankheit wurde 1947 in Wiscongim Gaylord Hartsough, einem
Tierarzt, erstmals berichtet und zunéchst als @&rteVergiftung bzw. als Toxoplasmose
eingestuft. Als 1961 und 1963 erneut Falle auftraveurde der Bezug zu einer Ubertragung
Uber das Futter und nach morphologischer Untersughier Gehirne zu Scrapie hergestellt
(Hadlow 1999; Hartsough and Burger 1965). TME t@af3erdem in Kanada, Finnland,
Russland und Ostdeutschland auf (Marsh and Had@9&)1 TME-Ausbriiche sind selten; der
letzte Ausbruch trat 1985 in Wisconsin, USA, aufj(fsdson and Miller 2003). Die Verbin-
dung zu Scrapie fuhrte zu weiteren Untersuchunge®ocky Mountain Laboratory (RML)
und in der Universitat von Wisconsin. Der Erregentte erfolgreich innerhalb der Nerze und
in verschiedene andere Tiere wie Schafe, Ziegeasiaffen und Hamster, aber nicht in die
Maus Ubertragen werden. Zudem waren Nerze nurin&ezerebraler Inokulation, nicht aber
nach oraler Ubertragung empfanglich fiir ScrapiergBat al. 2007a; Hansomt al. 1971;
Marshet al. 1991). Eine Ubertragung von TME auf Mause, die dasz-Prnp-Gen exprimie-
ren, konnte mittlerweile gezeigt werden (Wiretl al. 2005). Zudem war eine Ubertragung
von TME zwischen Rind und Nerz erfolgreich (Hamiral. 2006; Marshet al. 1991; Robin-
sonet al. 1995). BSE konnte im Gegensatz zu Scrapie sowtadzerebral als auch oral auf
Nerze Ubertragen werden (Robinsatnal. 1994), was neue Spekulationen Uber eine Verbin-
dung zu BSE ausldste. Hierbei gibt es neuerdingsveise darauf, dass die BSE-L als Quelle
fur TME wahrscheinlicher ist als die klassische B8Bronet al. 2007a).

2.5.4 Chronisch Zehrende Krankheit (Chronic WastingDisease, CWD)

Die Chronisch Zehrende Krankheit (Chronic Wastingease, CWD) ist die einzige bekannte
TSE, die bei freilebenden Wildtieren vorkommt. Bisten Falle traten in den 1960er Jahren
in Colorado bei Cerviden auf, die fur Untersuchunge Gefangenschaft gehalten wurden.
Erst 1978 wurde die Erkrankung als TSE erkannt [{&is and Young 1980). 1981 wurde

dann auch bei freilebenden Tieren CWD diagnostizieange Zeit galt CWD als ein
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geographisch begrenztes Geschehen in Colorado wwmiNg. Mittlerweile fanden sich
jedoch auch Falle in anderen US-Bundesstaaten sow@anada und Korea, wobei es sich
bei den Fallen in Korea um importierte Tiere aushd&da handelte (Anonym 2008b). Die
betroffenen Tiere sind alter als 2 Jahre (durchisitich 3 bis 5 Jahre). Die klinischen Symp-
tome sind, wie auch bei anderen TSE, zunéchst aifigol und zeigen sich in Gewichtsver-
lust, Verhaltensanderungen, gesenktem Kopf undbhérgenden Ohren. Mit Verlauf der
Erkrankung treten deutlichere Symptome wie schlaffgotonische Gesichtsmuskeln, starker
Speichelflu3, Regurgitation von Pansenflissigkddansenatonie sowie Polyurie und
Polydipsie auf (Sigurdson and Miller 2003). Infolgker Schluckstérungen kénnen des
Weiteren Aspirationspneumonie auftreten. Viele &isind zum Ende der Erkrankung stark
abgemagert. Neurologische Symptome wie Ataxie, Klapimor oder Ubererregbarkeit sind
meist relativ schwach ausgebildet, vor allem behEh (Anonym 2008b). Die Verteilung der
Lasionen im Gehirn ahnelt der von BSE im Rind uotafie im Schaf und unterscheidet sich
von der Verteilung bei TME (Sigurdson and MillerG&). PrPsc ist neben dem ZNS auch in
Tonsillen und retropharyngealen Lymphknoten (Sigarget al. 1999) sowie in Pankreas und
Skelettmuskulatur zu finden (Angezsal. 2006; Foxet al. 2006). CWD ist die erste natrlich
auftretende TSE, bei der PrPsc auch in der Herzotatsk nachgewiesen wurde (Jewedllal.
2006). Zudem zeigten Mathiason und Mitarbeiter, sd&®WD durch Bluttransfusion
Ubertragbar ist (Mathiasaet al. 2006). Neuere Untersuchungen geben Hinweise datag$
auch bei CWD verschiedene Prionen-Stamme auftreemen (Raymondet al. 2007;
Sigurdsonet al. 2006). Bisher konnte CWD nicht in andere Spezi#dea Cerviden oral
Ubertragen werden, was auf eine starke Speziestmrschliel3en lasst (Sigurdson 2008).
Zudem scheint es eine ausgepragte SpeziesbartaréeMenschen zu geben. In verschiede-
nen Untersuchungen konnte eine erfolgreiche Ulprtrg von CWD auf Mause, die das
humane Prion-Protein exprimieren, nicht gezeigtdear(Konget al. 2005; Tamgunet al.
2006).

2.5.5 Weitere TSE bei Tieren

Eine weitere TSE wurde erstmals 1990 bei Hauskabesthrieben (Feline Spongiforme
Encephalopathy, FSE) (Wyadt al. 1990). Bis 2002 waren ca. 100 Falle fast ausdgidie
aus GrolR3britannien bekannt, weshalb ein ZusammenmanBSE hergestellt wurde. Zudem
zeigte eine Studie, dass die intrazerebrale Ulggnirg von Scrapie auf Katzen nicht moglich
ist (Hamir et al. 2002). Ubertragungsversuche von FSE in der Maigtere dagegen ein
ahnliches Bild wie BSE (Fraset al. 1994). Einzelne Falle von FSE wurden in Norwegen,
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Liechtenstein, Nordirland und in der Schweiz regst. Auch bei in Zoos gehaltenen Feliden
wie Geparden, Lowen, Ozelots, Pumas und Tigerrdiese TSE auf (Doherr 2008). Falle bei
Zootieren wurden aus Australien, Frankreich und tBehland gemeldet. Als Quelle der
Erkrankung wurde mit BSE kontaminiertes Katzenfutbzw. Schlachtabfdlle vermutet.

Bisher ist FSE nur bei adulten Tieren beschrieBdinisch zeigen sich Bewegungsstdrungen.
Die Tiere fallen um oder verfehlen beim Sprung4hel. Haufig zeigen sie einen kriechenden
Gang, Aggression, Uberempfindlichkeit gegeniiberiiBemg und Larm, profuses Speicheln
und ein ungepflegtes Fell (Doherr 2008). Neben d$ konnte PrPsc nur teilweise in

lymphoidem Gewebe nachgewiesen werden (Rgtad. 2001). Mit den MalRnahmen gegen
BSE ging auch die Zahl der gemeldeten FSE-Falleckur

Ebenfalls zeitgleich mit BSE traten bei in Zoos @&men Huftieren Falle von TSE auf.
Hiervon betroffene Arten waren Kudu, Oryx, Antiloggyala, Gemsbock und Bison. Auch

hier vermutete man eine Ubertragung von BSE (ibetakoiniertes Futter (Doherr 2008).

Die Ubertragung von BSE auf Schweine ist bisher experimentell nach intrazerebraler,
intravenoser und intraperitonealer Inokulation ggen (Dawsoret al. 1990; Wellset al.
2003b) und die Ubertragung von Gehirnmaterial dies@erimentell inokulierten Schweine
in die Maus zeigte das charakteristische Bild v&ERBruceet al. 1994). Eine andere Studie
konnte eine subklinische Infektion bei Mausen, digs porcine Prion-Protein exprimieren,
nach intrazerebraler BSE-Inokulation zeigen (Clasét al. 2004a). Dennoch geht man von
einer starken Speziesbarriere aus und das Risiker eiatirlich auftretenden TSE in
Schweinen wird als sehr gering eingeschatzt (Tastilal. 2004b; Doherr 2008). Eine orale
Ubertragung von BSE auf Schweine blieb erfolglogd@t et al. 2000; Wellset al. 2003a).

2.6 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien b&lenschen

2.6.1 Kuru

Eine der wichtigsten Entdeckungen in der GeschideteTSE war die in den 1950er Jahren
von Gajdusek und Zigas erstmals beschriebene Kuanieit (Gajdusek and Zigas 1957).
Kuru kam beim Stamm der Fore in Papua-NeuguineaZiordem Stamm z&hlten ca. 8000
Eingeborene. Zwischen 1957 und 1968 starben Ul Ahgehdrige des Stammes an Kuru.
Dabei handelte es sich Uberwiegend um Frauen (62%-é&lle) und nur zu 2% um Manner,
der Rest waren Kinder und Jugendliche beiden Gesletd (Alpers and Gajdusek 1965). Bei
kannibalistischen Riten der Eingeborenen diesesni@ts, die Uberwiegend von Frauen
durchgefuhrt wurden, wurde auch das Gehirn dernTotdereitet und verzehrt (Lindenbaum



2 Literaturiibersicht 24

1979). Die Kuru-Epidemie ging nach dem Ho6hepunkisgtien 1957 und 1961 in den
folgenden Jahren stark zurtick und tritt heute fasht mehr auf, da das entsprechende
Totenritual untersagt wurde. Der letzte Todesfaltde 2005 gemeldet und bis 2008 war kein
neuer Fall bekannt (Alpers 2008). Der Ursprung ¥aomu ist nicht abschliel3end geklart. Es
wird jedoch vermutet, dass sich der Erreger in rainendividuum durch spontane
Veranderungen im Gehirn zu einem pathogenen, g Agens entwickelt hat, &hnlich
wie bei sporadischer CJD (Alpers and Rail 1971)s Baftreten von BSE bei Rindern in
Verbindung mit vCJD beim Menschen riuckte die Erktanrg in den 1990er Jahren wieder in

das offentliche Interesse.

Hadlow stellte erstmals Ahnlichkeiten zwischen Kumd Scrapie fest (Hadlow 1959). Es
sind Menschen von 5 bis zu tUber 60 Jahren betraffeh die Erkrankung dauert bis zu 2
Jahren an (Collinget al. 2008). Kuru verlauft klassischerweise in drei 8#adDem voraus
gehen Kopf- und Gelenksschmerzen, die mehere Moaatiuern kdénnen. Im ersten,
sogenannten ambulanten Stadium, zeigen sich Sclewafleim Gehen oder Stehen,
Dysarthrie oder Diplopie. Die Gangataxie verschlientvsich, Tremor und Dysmetrie entwi-
ckeln sich und beim Stehen mit geschlossenen Fia@gh sich deutlich ein Aufkrallen der
Zehen, um den Stand zu halten. Dieses Symptoralgiftathognomisch fur Kuru (Collings

al. 2008). Das erste Stadium dauert ca. acht MonateUDergang zum zweiten Stadium, das
drei bis vier Monate andauert, zeigt sich in fdmtettender Ataxie; die Patienten kdnnen ohne
Hilfe nicht mehr Gehen. Zudem treten Hyperreflexiel emotionale Labilitat auf. Das dritte
Stadium ist erreicht, wenn die Menschen nicht no#tme Hilfe sitzen kdnnen. Es ist gekenn-
zeichnet durch Hyporeflexie und schlaffe Muskels&ble. Es zeigen sich Schluckstérungen
sowie Entkraftung und Abmagerung. Dieses letzteliSta dauert zwischen einem und zwei

Monaten.

Kuru konnte bereits 1966 erfolgreich auf Schimparnseertragen werden (Beek al. 1966;
Gajduseket al. 1966). Weitere experimentelle Ubertragungen zeigianlichkeiten von
Kuru zur klassischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheild[L im Gegensatz zur neuen Variante
von CJD (vCJD) (Browret al. 1994b; Wadswortlet al. 2008). Auch der fehlende Nachweis
von PrPsc in lymphoretikularem Gewebe bei Kuru tzeige deutliche Abgrenzung zu vCJD
(Brandneret al. 2008; Collingeet al. 2008). Dies widerlegt die These, dass eine lymgtiror
kulare Pathogenese in Zusammenhang mit dem exodeolemationsweg steht, sondern eher
eine Stamm-spezifische Eigenschaft darstellt (Bnan@t al. 2008). Klinisch und neuro-
pathologisch sind Kuru und die sporadische FormCi# (sCJD) jedoch klar voneinander zu

unterscheiden. Wahrend bei Kuru Ataxie von Beginrima Vordergrund steht und Demenz
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nur vereinzelt und schwach ausgepragt ist, zeatjt Isei SCIJD Demenz als erstes und wichti-
ges Symptom. Neuropathologisch zeigen sich Ahnéitek zwischen Kuru und sCJD, wobei
Kuru definiert ist durch das Auftreten von besosderarkanten weitverteilten PrP-Plaques,
sogenannten ,Kuru-type“-Plaques, die in Gehirnen Ratienten mit sCJD nur in 5-10% der
Falle auftreten (Brandnet al. 2008; Brownet al. 1994b; Hainfellneet al. 1997; McLearet

al. 1998). Die Gemeinsamkeiten von iCJD mit Kuru bestein einer sehr langen Inkuba-
tionszeit (bis zu 25 Jahre) und einem vorwiegemdladlaren Syndrom (Browet al. 1994b).

2.6.2 Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Creutzfeldt Jakob Disease, CJD)

2.6.2.1 Klassische CJD

Die deutschen Neuropathologen Creutzfeldt und Jdiedchrieben in den 1920er Jahren
unabhangig voneinander insgesamt sechs Féalle Emkeankung des zentralen Nervensys-
tems beim Menschen (Creutzfeldt 1920; Jakob 19ajzo stellte die Verbindung zwischen
CJD und Kuru her (Klatzet al. 1959) und 1968 wurde erstmals die Ubertragung @D
auf Schimpansen nach intrazerebaler Inokulatioichiet (Gibbs, Jret al. 1968).

Bei der klassischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit O)CJunterscheidet man zwischen
sporadischer, familidrer und iatrogener CJD. Didtwaite H&aufigkeit von CJD liegt bei
einem Fall pro 1 Million Einwohner pro Jahr. Dieospdische Form (sCJD) tritt dabei mit 85
bis 90% der Falle am haufigsten auf. Die famili@3D (fCJD) tritt in etwa 10 bis 15% der
Félle auf (Lasmezas 2003). Sie wird autosomal dantinererbt und zeigt eine Mutation im
PRNRGen. Eine iatrogene Ubertragung (iCJD) (< 1%) wudiirch Corneatransplantate,
Dura-Mater-Transplantation und Uber chirurgischetBeke sowie nach Verabreichung von
kontaminierten Wachstumshormonen aus menschliclypophysen nachgewiesen (Broen
al. 1992; Browret al. 1994a; Will 2003).

An CJD erkrankte Personen sind durchschnittlichJébre alt. Die Inkubationszeit betragt
Jahrzehnte und die Patienten sterben ca. zweidbit Monate nach Auftreten der ersten
Symptome. Die am haufigsten gestellte Differentsajdose ist die Alzheimer-Krankheit
(Heinemanret al. 2007), die die haufigste Ursache fir Demenz lieréth Menschen ist.

Die klassische CJD ist gekennzeichnet durch sahpetgressive Demenz, wobei in 10% der
Falle zu Beginn Verhaltensstorungen und Persorgitédnderungen auftreten (Will and
Zeidler 1996). Zudem kommt es zu zerebellaren Ataxind visuellen Stérungen sowie
pyramidalen bzw. extrapyramidalen Dysfunktionenufd@athologisch treten L&sionen im
Bereich des Neocortex, Thalamus und im Cerebelluiyvaobei der Grad der Veranderungen
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von Patient zu Patient unterschiedlich ist (Bratmal. 1994b). Bei sCJD treten die sogenann-
ten ,Kuru-type“-Plaques nur in 5-10% der Falle ddfe familidre Form unterscheidet sich

von der sCJD durch ein friiheres Einsetzen undagigdres Andauern der Erkrankung sowie
dem Nachweis von amyloiden Plaques in allen FaBemiatrogener CJD steht im Gegensatz
zu den beiden anderen Formen zu Beginn der ErkranRaiaxie im Vordergrund (Browet

al. 1994b). Im Gegensatz zu vCJD sind bei klassis€hHd keine sogenannten floriden

Plaques, die aufgrund ihres fadigen bzw. strahnfgessehens und daher ihrer Ahnlichkeit zu

Blumenbliten so genannt werden, nachweisbar.

Bei sCJD sind zwei Glykosylierungsmuster bekannip(T und 2). Bei Typ 1 bleibt nach
Proteinase K-Verdau ein Protein von 21 kDa, bei Pygon 19 kDa. Typ 1 tritt bei der
Mehrheit der sCJD-Patienten auf; sie sind homozygoMethionin (M/M) im Codon 129
desPRNRGens. Typ 2 kommt seltener und bei allen Genotypam(M/M, M/V, VIV))
(Parchiet al. 1996).

Auch bei CJD ist PrPres in peripheren Geweben neishar. Glatzel und Mitarbeiter konn-
ten dies 2003 erstmals in Muskulatur und Milz v@3dB-Patienten nachweisen (Glateehl.

2003). Dies wurde durch eine weitere Arbeit begtain der PrPres in muskuloskelettalen
Nervenfasern, jedoch nicht in der Herzmuskulatur Patienten mit sCJD, iCJD und vCJD,

nachgewiesen werden konnte (Pedeal.2006).

Zusatzlich wird bei Verdacht auf CJD die Cerebroapiissigkeit untersucht. Es lassen sich
zwei Proteine als Marker fur sCJD identifiziereratHingtonet al. 1986; Zerret al. 1996), die
der Familie der 14-3-3-Proteine zugeordnet werdennten (Hsichet al. 1996). Der
Nachweis hat eine Sensitivitat zwischen 90 und @if#beine Spezifitdt von 87 bis 100% fir
die Diagnose von sCJD (Collires al. 2000; Van Everbroeck Et al. 2004).

2.6.2.2 Neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankhé (variant Creutzfeldt Jakob
Disease, vCJD)

Im April 1996 wurde in GroR3britannien erstmals emeie Variante der CJD (vCJD) bei 10
Patienten beschrieben (Wét al. 1996). Sie unterscheidet sich durch verschiedesoiler-
heiten von der klassischen CJD: 1. Die Patienteth 8berwiegend unter 40 Jahre alt (Durch-
schnittsalter: 27 Jahre), wahrend bei der klaseisd®bJD weniger als 1% der Patienten so
jung erkranken, 2. Klinisch stehen bei vCJID Vesradtinderungen, Dysasthesie und Ataxie
im Vordergrund, wahrend bei der klassischen FormBeginn vor allem fortschreitende
Demenz gesehen wird, 3. Ein verlangerter Krankbeitauf (7,5 bis 22,5 Monate) und 4. Ein

charakteristisches neuropathologisches Bild mit Meigs von Amyloid-Plagues. Diese
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Plaques sind ultrastrukturell klar abgrenzbar zo daeizentrischen Plaques bei Kuru und
sCJD sowie zu den multizentrischen Plaques widaielem Gerstmann-Straussler-Syndrom
(GSS) auftreten (Sikorslet al. 2009). Der Nachweis von hoher Infektiositat in pmoretiku-
larem Gewebe wie Milz, Peyerschen Platten und Lyknpten, vor allem aber in den Tonsil-
len (Glatzelet al. 2003; Hill et al. 1999; Wadswortlet al. 2001) ist weiterhin charakterisisch
fur vCJD. Daher dient die Tonsillenbiopsie untedem@m zur friihzeitigen Diagnose von
vCJID. Zudem scheinen Darm-assoziierte sympathishleeven bei der zentripetalen
Ausbreitung von vCJD-Prionen nach oraler Aufnahnme &olle zu spielen. PrPres konnte
im Ganglion stellatum und in den Ganglia coeliaoa vCJD-Patienten, nicht aber von sCJD-
Patienten nachgewiesen werden (Hak al. 2003). vCJD ist aul3erdem durch ein
abweichendes Glykoprofil deutlich von sCJD unteesthar (Collingeet al. 1996).

Die ausgepragte periphere Pathogenese bei vCJDe stas Auftreten von subklinischen
Verlaufen von Prionen-Erkrankungen, zumindest insei@iedenen Tiermodellen (Hill and
Collinge 2003; Thackragt al. 2002), stellen ein Problem beziiglich der iatrogeteertra-
gung bei Operationen von asymptomatischen PatietgerEs sind aul3erdem Félle von vCJD
nach Bluttransfusion bekannt geworden (Llewedyral. 2004; Pedemet al. 2004; Wroeet al.
2006). Bisher sind noch keine effektiv wirksamerh&sdlungsmethoden verfluigbar, wenn
auch Medikamente wie z.B. Quinacrine, Pentosandatbt und Flupirtine zur Behandlung
von TSE untersucht werden (Knight 2009). Eine n#&lesse von Inhibitoren stellen die
Diphenylpyrazole dar, die vielversprechende Ergetmiin Zellkultur-Experimenten und im
Mausmodell lieferten (Geisse al. 2011; Leidelet al.2011).

Zwei wesentliche epidemiologische Aspekte fuhrtander Annahme, dass BSE moglicher-
weise fur diese neue Form der CJD verantwortlichDsr zeitliche Zusammenhang des erst-
maligen Auftretens beider Erkrankungen und die ddts, dass beide TSE zunachst nur in
Grol3britannien auftraten. Vermutet wird eine ordhdektion mit BSE-kontaminierten
Fleischprodukten. Einen moglichen Zusammenhangcheis BSE und vCJD ergaben auch
die Untersuchungen von Collinge und Mitarbeitelie, zkigten, dass BSE und vCJD ahnliche
Glykosylierungsmuster aufweisen (Collingkal. 1996). Ein weiterer Hinweis ergab sich bei
der Ubertragung von BSE auf Rhesusaffen. Nachzetedraler Inokulation entwickelten die
Tiere nach einer Inkubationszeit von 3 Jahren &irenkheit, die sowohl klinisch als auch
histopathologisch der vCJD ahnelte (Lasmeztad. 1996). Weitere Untersuchungen bestatig-
ten die vorangegangenen Resultate. Auch oral koBSt auf Primaten Ubertragen werden

und es zeigten sich charakteristische VeranderungerwCJD (Herzo@t al. 2004; Lasmezas
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et al. 2005). Dennoch bleibt es problematisch, die talggee Exposition von Menschen fur
BSE mit Studien in einem Tiermodell zu vergleiclijgiead and Ironside 2005).

Ein weiteres Merkmal von vCJD scheint ein genet@sdHintergrund zu sein: Alle bisher
getesteten erkrankten Patienten waren homozyga¥iéihionin im Codon 129 deBRNR
Gens (Collingeet al. 1996; Will 2002).

Insgesamt traten weltweit bisher 222 Falle auf, demen drei sekundare Falle auf eine
Ubertragung von Blut zuriickgefiihrt werden (The blai Creutzfeldt-Jakob Disease

Surveillance Unit; http://www.cjd.ed.ac.uk/vcjdwaithtm). Die mit Abstand hochste Zahl der
Erkrankungen liegt mit 173 Fallen (Stand Oktobet0edoch weiterhin in Grof3britannien

(Anonym 2011c). In Deutschland ist bisher kein alh vCJID bekannt.

2.6.3 Gerstmann-Straussler-Syndrom (GSS)

Das Gerstmann-Straussler-Syndrom (GSS) ist eindidarauftretende TSE, die autosomal
dominant vererbt wird und mit Mutationen auf demoR+Gen assoziiert ist. Sie wurde
erstmals in Osterreich beschrieben (Gerstmann 1828tmanret al. 1936; Sikorskat al.
2009). Die Erkrankung tritt Gberwiegend in einenteflzwischen 50 und 60 Jahren, selten
auch ab 25 Jahren, auf und kann zwischen 3 Monatdril3 Jahren andauern (Broemnal.
1991; Collinset al. 2001). Klinisch zeigen sich Demenz sowie zerebellAtaxie und
Haltungsabnormalitdten. Desweiteren entwickeln ®eeintrachtigungen beim Gehen und
Stehen sowie ein fortschreitender geistiger Verfpisches neuropathologisches Merkmal
sind weitverbreitet auftretende, multizentrischadgeles im ZNS (Collinst al. 2001; Sikorska
et al.2009).

2.6.4 Fatale Familiare Insomnie (FFI)

Die Fatale Familiare Insomnie (FFI) trat erstma@8@ auf und betraf finf Mitglieder einer
italienischen Grol3familie (Lugarest al. 1986; Tateishet al. 1995). Die FFI wurde jedoch
erst spater als neue, genetisch bedingte Erkrankukannt und mit dem Nachweis von
PrPres und erfolgreicher experimenteller Ubertrgganf Labortiere den TSE zugeordnet
(Medori et al. 1992; Tateishet al. 1995). FFI kann auch sporadisch auftreten (Mastriat

al. 1999). Der Beginn der Symptome variiert zwischieem Alter von 20 und 63 Jahren und
dauert zwischen 6 bis 42 Monaten an. Markantes ympler FFI ist eine schwerwiegende
Stérung des normalen Schlaf-Wach-Zyklus (Colktsl. 2001). Typischerweise zeigen sich
histopathologisch die starksten Veradnderungen imeiBe des Thalamus und PrPres ist

insgesamt relativ schwach nachweisbar (Colinal. 2001).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Puffer und Lésungen

Fur alle Ansatze wurde das Wasser aus der haussid@sionisierungsanlage verwendet. Es
wird im Folgenden als Aqua bidest. (A. bidest.)dielanet.

3.1.1.1 Puffer und Losungen fir die Histologie/Immuahistochemie

Eosin-Vorratsldsung
5% Eosin Y in A.bidest

Eosin-Farbelésung
1:10 Verdiinnung der Eosin-Vorratslosung in 50% BEthand Zugabe von 1 Tropfen Eisessig pro 100 ml,

vor Gebrauch filtrieren

PBS-A 10x

NaCL 80,00 g
KCl 2,009
Na-hydrogenphosphat-Dihydrat 11,50 g
K-dihydrogenphosphat 2,009
Aqua bidest. ad 1,00 L

Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd (PLP)

Lysin-HCI 6,859
Na-meta-perjodat 1,07 ¢
Formalin 10% 200,00 ml
PBS-A 10x 50,00 ml
Aqua bidest. ad 500,00 ml

pH 7,0 mit NaOH einstellen

TBS-T 10x

Tris 60,55 ¢g
NacCl 85,00 g
Tween 20 5,00 ml
A. bidest ad 1000,00 mi

pH 7,6 mit 37% HCI einstellen

Wasserstoffperoxid 1%

Wasserstoffperoxid 30% 7,00 ml
Aqua bidest. ad 200,00 ml
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Citrat-Puffer

Vorratslosung A:

Citronensaure

Vorratslésung B:
Na-Citrat-dihydrat

Gebrauchslésung:
Vorratslésung A
Vorratslésung B
Aqua bidest.

pH 6,0

PK-Puffer 10x

Tris

EDTA

Tween 20

A. bidest

pH 8,3 mit 37% HCI einstellen

3.1.1.2 Puffer und Losungen fir proteinanalytisché/lethoden

TAE 10x
Tris
Na-acetat
EDTA

A. bidest

pH 7,8 mit 96% Essigsaure einstellen

EP-Puffer 5x
SDS

Tris

Glycin

A. bidest

pH 8,3

Bromphenolblau 6x

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerin

10x TAE

A. bidest.

0,10 M

0,10 M

18,00 ml
82,00 ml
ad 1000,00 mi

30,28 g
1,46 g
5,00 ml

ad 500,00 ml

121,00 g
68,00 g

18,00 g
ad 10,00 L

25,00 g
150,00 g
720,00 g
ad 5,00 L

0,259
0,259
30,00 ml
50,00 ml

ad 100,00 ml
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Sucrose
Sucrose 0,32 M

in A. bidest I6sen und steril filtrieren

Tris/HCI 1M
Tris 121,10¢g
A. bidest. ad 1000,00 ml

pH 7,5 bis 8,0 mit 37% HCI einstellen

PK-Puffer 10x

Tris/HCI 1M pH 7,8 1,00 ml
20% SDS 2,50 ml
CaCL 2M 0,05 ml
Aqua bidest. ad 10,00 ml

Kurz bei 60°C erwarmen

NaPTA
Phosphorwolframséaure 0,40 ¢
170 mM MgCI2 9,00 ml

auf Magnetrihrer l16sen und 10 Tropfen 5 M NaOH bege

Complete Mini

1 Tablette in 1,5 ml A. bidest. [6sen

Untergel-L6sung

Rotiphorese Gel A-Lésung 166,50 ml
Rotiphorese Gel B-Losung 39,90 mi

Obergel-Lésung

Rotiphorese Gel A-Lésung 66,00 ml
Rotiphorese Gel B-Losung 10,00 ml

Resolving Puffer

Tris 72,609
HCI 37% 96,00 ml
A. bidest. ad 200,00 ml

Spacer Puffer

Tris 7,209
A. bidest ad 100,00 ml
pH 6,7
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Rezeptur fur das Trenngel:

Untergel-Losung 5,20 ml
Resolving Puffer 2,00 ml
10% SDS 0,10 mi
Harnstoff 8 M 3,00 ml
APS (33 mg/ml) 0,225 ml
TEMED 0,020 mi

Rezeptur fir das Sammelgel:

Obergel-Lésung 1,20 ml
Spacer Puffer 0,50 ml
10% SDS 0,05 ml
Harnstoff 8 M 3,00 ml
APS (33 mg/ml) 0,15 ml
TEMED 0,01 ml

Ladepuffer
Bromphenolblau 6x 450,00 pl
Roti-Load 4x 50,00 pl

Semi-Dry-Blot-Puffer

Tris 5,809
Glycin 2,90¢g
SDS 0,374
Methanol 200,00 ml
A. bidest ad 1000,00 ml

3.1.1.3 Puffer und Losungen fir RNA/DNA

RNA
DEPC-H20

0,1% Diethylpyrocarbonat in Aqua bidest. Uber Nadhten lassen, dann autoklavieren

MOPS/EDTA 10x

MOPS 0,20 M
Natriumacetat 50,00 mM
EDTA 10,00 mM

pH 7,0 mit Eisessig einstellen und autoklavieren

Laufpuffer
1x MOPS/EDTA in DEPC-H20
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Formamid-Dye

Bromphenolblau 0,10 %
Xylencyanol 0,10 %
EDTA 10,00 mM

Die Lésung wird in deionisiertem Formamid gelagert

FALD

10x MOPS/EDTA 200,00 pl
Formamid deionisiert 1,00 mi
Formaldehyd (37%) 354,00 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 5,00 pl
Formamid-Dye 100,00 pl

RNA Secure 2x

RNA Secure Reagent 25x 10,00 pl
H20 RNAse free 115,00 pl
SSC 20x

NaCl 3,00 M
Natriumcitrat 0,30 M

Agarosegel 1,0%

Agarose 1,00 g
DEPC-H20 87,00 ml
MOPS/EDTA 10,00 ml
Formaldehyd (37%) 3,00 ml
TE-Puffer

Tris 10,00 mM
EDTA 1,00 mM
pH 7,4

DNA

EP-Puffer 50x

Tris 242,30 g
Na-acetat 34,009
EDTA 18,60 g
A. bidest. ad 1,00 L

pH 7,8 mit 37% Essigsaure einstellen und autokianie

Metaphorgel 2,5%
Metaphor-Agarose 2,509
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1x EP-Puffer 100,00 ml
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 3,00 pl
Laufpuffer

1x EP-Puffer 900,00 ml
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 27,00 pul
BSE

Sucrose 50,00 %
EDTA pH 8,0 50,00 mM
SDS 0,50 %
Bromphenolblau 0,06 %

3.1.2 Antikorper

Name Firma

GFAP Dako
Goat-anti-mouse 1gG HRP: sc-2005 Santa Cruz
HRP-conjugated anti-biotin antibody Cell Signaling

POM1

Prof. A. Aguzzi

Institut fur Neuropathologie,

Universitat Zurich
(Donofrioet al. 2005)

SAF84 Cayman

3.1.3 Marker

Name Firma

Broad Range Marker: sc-2361 Santa Cruz
HyperLadder IV und V Bioline

RNA Marker 0.28-6.6 KB R 7644 Sigma

3.1.4 Enzyme

Name Firma

Benzonase Novagen

EcoRI 101CL New England BioLabs

Proteinase K

Proteinase K-Lésung (20 mg/ml)

Roche

Qiagen
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3.1.5 Kits

Name Firma

OneStep RT-PCR Kit Qiagen

Protein-Assay Bio-Rad

Rediprimé™ II

Random Prime Labelling System

SuperPicTurB' HRP Polymer

GE Healthcare

Broad Spectrum (DAB) Zymed

TSA™ Biotin System Perkin Elmer
Western Blotting Luminol Reagent Santa Cruz
3.1.6 Chemikalien

Name Firma

Acrylamid Serva

Agarose Life Technologies

Ameisensaure 98-100%
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bromphenolblau Na-Salz
Calciumchlorid

Chloroform

Citronenséaure

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Entellan

Entwicklerlosung fur Rontgenfilme Roentoroll HK

Eosin Y
Essigsaure 37%
Essigsaure 100%
Ethanol

Ether
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure Dikaliumsalz (EDTA)
Fixierlosung fur Rontgenfilme Superfix LR

Merck
Roth
Serva

Merck
Merck
Merck
ocRe
Serva
Merck
€ebl
Sigma
Roth
Merck
Roth
Roth
Serva
rvée
Tetenal
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Formaldehyd 37%
Formamid deionisiert
Glycerin

Glycin

Hamatoxylin nach Gill 1l
Harnstoff

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
LMP Agarose

Lysin-HCI
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Metaphor-Agarose
Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat-dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Natriumhydroxid
Natrium-meta-perjodat

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS)

Paraplast X-TRA
Phosphorwolframsaure
RNAlater

RNA Secure Reagent
RNase Zap
Roti-Histofix 10%
RotiHistol

Roti Liquid Barrier
RotiLoad 4x
Rotiphorese Gel A
Rotiphorese Gel B

Merck
Invitrogen
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Merck
Life Technologies
Sigma
Neuform
Merck
FMC BioProducts
Roth
Roth
Roth
Merck
Merck
Merck
Roth
Fluka
Merck
Mc Cormick Scientific
Sigma
Ambion
Ambion
Ambion
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
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Salzséure 37%

Sarkosyl (N-lauroylsarcosine)
Sucrose

Target Retrieval Solution (TRS) 10x
TEMED

THE RNA Storage Solution

Tissue Embedding Medium GSV1
Tris Ultra Pure

TrizOL

Tween 20

ULTRAhyb™ Solution
Wasserstoffperoxid 30%

Western Blotting Luminol Reagent sc-2048
Xylencyanol

3.1.7 Gerate und Laborhilfsmittel

Name

Roth
Sigma-Aldrich
Serva
Dako
Roth
Ambion
Slee Technik GmbH
Invitrogen
Invitrogen
Serva
Ambion
Merck
Santa Cruz
Roth

Firma

Anschlagkaniilen Micro-Fid& + Demi (0,3 ml)
Autotechnikon Duo Mod. 2a

Becherglaser, verschiedene Gro3en
BioPhotometer

Blotkammer Semi-Dry

Dampfdrucktopf Sicomatic

Deckglaser (24 x 60 mm)

Digitale Fotokammer TFX-35 LM
Digitalkamera DC120 Zoom

Einbettautomat TP 1020

Einbettkassetten

Einmal-Kuvetten

Einmalspritzen und Kanilen

Eismaschine AF 20
Eppendorf-ReaktionsgefalRe (1,5 und 2,0 ml)
Erlenmeyerkolben

Feinwaage Analytic AC 210S

Becton Dickinson
Technikon Corporation
Schott
Eppendorf
Sigma-Aldrich
Silit
Menzel
Vilber Lourmat
Kodak
Leica
Roth
Plastikbrand
Braun
Scotsman
Eppéndor
Schott

Sartorius
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Feinwaage SM1000

Folienschweil3gerat
Gelelektrophoresekammer
Gelelektrophoresekammer Horizon TM58
Gelelektrophoresekammer Model H5

Gelelektrophoresekammer OWL

Glasflaschen, verschiedene GroRRen
Glaspipetten, verschieden Grol3en
Homogenisator Omni TH

Hybond-N" Nylonmembran
Hybridisierungsflaschen
Hybridisierungsofen Typ 30SonderHyb
illustra™ NICK™ Columns

SephadeX” G-50 DNA Grade
Isopropanol

Kamera fir Mikroskop DC 300
Kochplatte

Magnetruhrer

Mehrzweckgefald mit Schnappdeckel
Messzylinder

Mikropipetten, verstellbar

Mikroskop DM RBE

Mikrotom RM 2145

Mikrowellenherd

Objektrager SuperfrodPlus

[*?P] dCTP

Parafilm

Paraffin Section Mounting Bath

PCR Softtubes (0,2 ml)

pH-Meter CG 840

Photometer Gene Quant RNA/DNA Calculator
Pipettenspitzen, verschiedene Grof3en

Pipettierhilfe Accupetta

Sauter
Joisten und Kettenbaum
Biometra
InvitrogerRLB
Invitrogen - BRL
Angewandte Gentechielog
SystemeGmbH

Schott

Scherf
Omni International
GE Healthcare
Schott

Bachofer

GE Healthcare
Roth
Leica
efbe-Schott
IKA Combimag
Greiner
Schott
Eppendorf, Gilson
Leitz
Leica
Bosch
Menzel-Glaser
MP Biomedicals
American National Caiu
Electrothermal
Biozym
Schott
Pharmacia
Greiner
Ratiolab
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Pipettierhilfe Acuboy

PVDF Transfer Membran 0,45 pm
Ribolyser:FastPrep FP120
Rontgenfilme BioMax XAR
Rontgenfilmkassette
Rontgenverstarkerfolie

Scanner 1640SU
Schredder-R6hrchen Lysin Matrix D
Skalpellklingen, steril
Spannungsgerat 2301 Macrodrive 1
Spannungsgerat Model 200
Spannungsgerat Model 200/2.0
Sterilfilter 0,45 pum

Thermocycler T3

Thermomixer 5436, 5437
Thyphoon 9410

UV-Crosslinker Stratalinké! 1800
Vakuumofen

Vortex Genie 2

Warmeschrank

Wasserbader
Whatman-Blottingpapier

Wippe

Wippe

Zentrifuge 5415C, 5417 R
Zentrifuge Biofuge A

Tecnorama
Millipore
Savant/Bio101

Kodak

AGFA
Perlux
Epson
MP Biomaterials
Aesculap
LKB Bromma
Invitrogen - BRL
Bio-Rad
Schleicher & Schuell
Biometra
Eppendorf
GE Healthcare
Stratagene
Heraeus
Scientific Industries
Memmert
Kottermann
Schleicher & Schuell

Rockomat Tecnomara

WS 5 Buhler
Eppendorf
Heraeus
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3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere entstammem dlurch das Regierungsprasidium
Tldbingen genehmigten Tierversuchsantrag 35/918&/835.

Fur die vergleichenden Studien wurden zur Beumeilvon Wildtyp-Mausen Tiere der
beiden Inzuchtlinien CD-1 und C57/BlI6 verwendet dm Institut fir Immunologie des
Friedrich-Loeffler-Instituts in Tubingen gezichteturden. Die transgenen tga20-Mause
wurden freundlicherweise zur Verfigung gestellt v@rof. Dr. Aguzzi vom Institut fur

Neuropathologie der Universitat Zurich (Fiscleemal. 1996) und am Institut fir Immunologie

des Friedrich-Loeffler-Instituts in Tubingen weitgziichtet.

Es wurden sowohl mannliche als auch weibliche Tigredie Versuche verwendet. Bei
Versuchsbeginn waren die Tiere 6 bis 8 Wochen radt klinisch unaufféllig. Alle Versuche

wurden in den Isolierstallen des Friedrich-Loefliestituts in Tlbingen durchgefihrt. Die
Mause wurden in Gruppen von maximal zehn Tieren Ké#ifig nach Geschlecht getrennt
unter Isolationsbedingungen gehalten. Die Stalltnamoir lag zwischen 20 und 25°C. Futter

(Futterpellets) und Wasser standen den TierenZedead libitum zur Verfigung.

3.2.2 Herstellung des Gehirnhomogenates und Berealmg des Infektiositatstiters

Das hier verwendete 1%ige bzw. 10%ige Gehirnhomatig@urde aus einem 20%igen-
Gehirnhomogenat-Ausgangsmaterial des maus-pathodenen-Stammes Rocky Mountain
Laboratory (RML) nach der sechsten Passage in G&dsen hergestellt (freundlicherweise
zur Verfugung gestellt von Prof. A. Aguzzi vom linst fir Neuropathologie der Universitat

Zirich), bei -70°C gelagert und bei Bedarf in ON&Sucrose verdinnt.

Gehirnhomogenat von gesunden CD-1-M&usen wurddalseals 20%iges Ausgangshomo-
genat bei -70°C gelagert und mit 0,32 M Sucrosdtuant.

Zur Berechnung des Infektiositatstiters wurde diasake Verhaltnis zwischen Infektiositats-
titer und Inkubationszeit von y = 11,45 — (0,088zigrunde gelegt (Kaeset al. 2001).

Dabei ist y die log LIy und x die Inkubationszeit in Tagen.

3.2.3 Inokulation

Vor Beginn der Inokulation wurden alle Tiere klichsuntersucht. Es wurden ausschlief3lich
klinisch unauffallige Tiere mit ungestdrtem Allgeimeefinden fur die Versuche verwendet.

Die Narkose erfolgte mit Ether. Ein Glasbehalterdeumit in Ether getrankten Tuchern
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ausgelegt und ein Stahlgitter dariber gesetzt.ilewia Tier wurde in den Behélter verbracht
und im Etherdampf betdubt. Nach Eintreten der Negkavurde das Tier entnommen, am
Kopf vorsichtig fixiert und es wurden 30 pl des g Gehirnhomogenates mit einer An-
schlagkanule intrazerebral injiziert. Die Kanulerdel von dorsal nach ventral senkrecht zur
Schadeldecke eingefuhrt. Paramedian zum Sulcustloimgalis wurde das Inokulum in
Bereiche des Zwischenhirns gespritzt. Fur die pgra@oneale Inokulation wurden die Tiere
im Genick fixiert und die Bauchdecke gestrafft. 100des 1%igen Gehirnhomogenates wur-
den mit einer Kanule leicht schrag durch die Baecke in die Bauchhoéhle injiziert. Fir die
orale Inokulation wurden 200 ul des 1%igen bzw. @ Gehirnhomogenates verabreicht.
Dazu wurden die Tiere im Genick fixiert und dasKualat mit einer Knopfkanile direkt in
den Magen gegeben.

Um auszuschlie3en, dass die alleinige intrazeredralkulation eines Gehirnhomogenates
bei den verschiedenen Mausstdmmen Veranderungeéaeimrn induziert, wurden nach ic-
Inokulation als Kontrollen sowohl unbehandelte &i¢/Kontrollen®) als auch Mause, denen
ein 1%iges Gehirnhomogenat von gesunden M&ausemregcht wurde (,Kontrollen-1%"),
untersucht. Fir letztere wurden fir die beiden WpeMausstamme zu den beiden friihesten
Zeitwerten und fur die tga20-Mause fur alle Stadqldmische Stadien: Siehe Kapitel 3.2.5) je
zwei Tiere mit 1%igem Gehirnhomogenat von nichtévetelten, gesunden CD-1-Mausen

intrazerebral inokuliert.

3.2.4 Klinische Uberwachung

Die Tiere wurden bis zum ersten Auftreten von Synmn zweimal wochentlich, danach
taglich klinisch beurteilt. Dabei wurden der Klicihe Verlauf der Erkrankung sowie die
klinischen Symptome bei den drei Mausstammen naeh drei Inokulationswegen

dokumentiert.

3.2.5 Probenentnahme

Der Verlauf der Erkrankung wurde in drei Stadiemgeteilt:

— praklinisches Stadium (klinisch unauffallige Tierddei Zeitwerte (1., 2. und 3. Zw.),

— fruhes Kklinisches Stadium (Tiere, die erste Anzemchon Scrapie aufwiesen) und

— spates klinisches Stadium (Tiere mit ausgepradiaiséhen Symptomen fur Scrapie).

Tiere im spaten Stadium der Erkrankung wurden stinibeurteilt und danach sofort getotet,

um weiteres Leiden zu verhindern.
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Zu jedem Zeitwert der Krankheitsstadien wurden weriiglich von vier inokulierten Tieren
und zwei gleichaltrigen unbehandelten Kontrolltrebzw. von Méausen, die mit Gehirnhomo-
genat von nicht behandelten, gesunden CD-1-Mausskuliert wurden, Proben enthnommen
und zur Fixierung in Formalin bzw. RNAlater gegeb&me Mause wurden durch Genick-
bruch getétet und dann seziert. Zunachst wurdeGisErn entnommen. Dazu wurde die
Schadeldecke eroffnet und entfernt, um das Geheizuiegen. Mit einem kleinen Loffel
wurde das Gehirn vorsichtig herausgehoben und iaukleines Wéageschalchen gelegt. Das
Gehirn wurde mit einem Skalpell in der Fissura iamdjnalis cerebri sagittal in zwei Halften
zerteilt. Eine Halfte wurde in 4%iges Formalin bzin. Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd
(PLP)-Fixativ (McLean and Nakane, 1974) gegeberm &ndere Halfte wurde in RNAlater
verbracht, fir 24 Stunden bei 4°C gelagert undis@hth bei -70°C eingefroren. Danach
wurde die Bauchhohle und anschlie3end die Brusth@&nbffnet und die verschiedenen
Organe entnommen. Die Milz wurde ebenfalls getaild sowohl in 4%igem Formalin bzw.
in Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd (PLP)-Fixativ alsch in RNAlater fixiert. Zuséatzlich zu
Gehirn und Milz wurden Thymus, Herz, Lunge, Lebdiere, Lymphonodi mesenteriales,
Dunndarm, Dickdarm und Muskulatur entnommen und&s in 4%igem Formalin bzw. in
Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd (PLP)-Fixativ fitieDie Muskulatur wurde aus dem
Bereich des Oberschenkels entnommen. Organe indharivew. in Perjodat-Lysin-Parafor-
maldehyd (PLP)-Fixativ wurden fiir mindestens 24n8&n fixiert und dann zur Reduzierung
der Infektiositat fur 1 Stunde in 98-100%ige Ameis&ure (Tayloret al. 1997) verbracht.
Nach Spulen mit Leitungswasser fur 15 bis 30 Minuteirden die Proben entweder noch-
mals in frisches 4%iges Formalin bzw. in Perjodgsih-Paraformaldehyd (PLP)-Fixativ fur
mindestens 48 Stunden verbracht oder direkt fur Elmettung (Kapitel 3.2.6.1) weiter

verarbeitet.

Zusatzlich wurden Teile aller Organe fur Untersuayen an Gefrierschnitten zum dritten
Zeitwert des praklinischen Stadiums und fir dakdrind spate klinische Krankheitsstadium
eingefroren. FiUr die Cryo-Fixierung wurden zu jed&tadium moglichst drei inokulierte
Mause und je zwei gleichaltrige unbehandelte Kdkiece getdtet werden. Die Organproben
wurden in Gewebekleber (Tissue Embedding Medium G f Korkplattchen in flissigem
Stickstoff schockgefroren, in Mehrzweckgefal3e nuhi@ppdeckel verbracht und erneut in

flissigen Stickstoff gegeben bis zur endgultigegdrang bei -70°C.
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3.2.6 Histologie und Immunhistochemie

3.2.6.1 Einbettung
Die Einbettung erfolgte in einem Automaten (Autdiei&on). Dabei wurden die Proben nach
folgenden Zeiten in einer aufsteigenden Alkohoke#mtwassert und anschlielend bei 60°C

in flussiges Paraffin (Paraplast) verbracht.

Ethanol 70% 1h
Ethanol 70% 2h
Ethanol 70% 2h
Ethanol 96% 1h
Ethanol 96% 2h
Ethanol 100% 1h
Ethanol 100% 2h
Ethanol 100% 2h
Rotihistol 2h
Rotihistol 2h
Paraplast 5h
Paraplast 2 h oder langer

Nach Durchlaufen der Einbettung im Autotechnikorradeudas Gewebe nochmals tber Nacht
bei 60°C in frisches Paraplast verbracht und arefséhd in Blocke gegossen, die zum
Aushérten einige Stunden bei 4°C gelagert wurdea.f@tigen Paraffin-Blocke wurden bei

4°C gelagert.

3.2.6.2 Anfertigen von histologischen Schnitten

Die Schnitte wurde mit einem Rotationsmikrotom dageyt. Dazu wurden die Blocke
eingespannt und das Paraffin bis zur Schnittebdgeteagen. Fur die histologischen und
immunhistochemischen Untersuchungen wurden 4 bisliGometer dicke Schnitte auf
Superfrost-Objekttrager aufgezogen und zunachseizmaim Abtropfbrett bei Raumtempera-
tur getrocknet. Uber Nacht wurden sie in einen 6W&rmeschrank verbracht und

anschlieBend bei Raumtemperatur dunkel gelagert.

3.2.6.3 Deparaffinisierung

Bevor Féarbungen bzw. immunhistochemische Protokahe den Schnitten durchgefihrt
werden konnten, mussten diese entparaffinisierd@rerDies geschah durch eine absteigende
Alkoholreihe. Als Ubergangsmedium wurde, wie zuwor Einbett-Automaten, Rotihistol

verwendet.
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Rotihistol 5 min

Rotihistol 5 min

Ethanol 100% 3 min
Ethanol 100% 3 min
Ethanol 96% 3 min
Ethanol 70% 3 min
Ethanol 50% 3 min

AnschlieRend wurden die Schnitte in Aqua bidestbraeht und nach den verschiedenen

Protokollen weiter inkubiert.

3.2.6.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Nach Deparaffinisierung der Schnitte wurden diéselD Sekunden in Hamatoxylin-Lésung
gestellt und anschlie3end fur 10 Minuten untef3#iedem Leitungswasser geblaut. Es folgte
eine zweiminutige Inkubation in 50%igem Ethanol raitschlieBender Farbung in Eosin-
Farbeldsung fur 10 Minuten. Danach wurden die Sthfir 1 Minute in 80%iges Ethanol
verbracht. Es folgte die Entwéasserung, die in diresall bei 96%igem Ethanol begonnen
wurde, und das Eindecken mit Entellan (Kapitel @&).

3.2.6.5 Immunhistochemie

Zwischen den verschiedenen BehandlungsschrittenPdgiokolle wurde jeweils vor dem
Einkreisen der Schnitte PBS-A und danach TBS-Waschpuffer verwendet.

3.2.6.5.1 Nachweis des Glial Acidic Fibrillary Progin (GFAP)

Nach Deparaffinisierung der Schnitte wurden dieseeiner einfach angesetzten Target
Retrieval Solution (TRS) fur 30 Minuten bei 95°C Wasserbad inkubiert. Dafir wurde TRS
10x mit Aqua bidest. 1:10 verdinnt und vorgewarManach wurden die Schnitte zum
Abkuhlen bei Raumtemperatur fir weitere 20 min RSTbelassen und in PBS-A gewaschen.
Es folgte die Blockierung der endogenen Peroxidaseginer 1%igen Wasserstoffperoxid-
Losung fur 10 Minuten. Nach Waschen wurden die B&hmmit Roti-Liquid-Barrier
eingekreist. Danach folgte die Inkubation mit demmRrantikbrper GFAP in einer
Verdinnung von 1:2000 in 1%-Magermilch-TBS-T fubs Stunden bei Raumtemperatur oder
Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Alsedantikérper diente ein Meerrettich-
Peroxidase- (Horseradish-Peroxidase, HRP)-Konj¢§aperPicTurE’ HRP Polymer von
Zymed). Dieses wurde fur 10 Minuten bei Raumtentperauf den Schnitten belassen. Die
Bindung wurde mit Diaminobenzidin (DAB; SuperPicélt Kit von Zymed) markiert.
Anschlieend wurden die Schnitte mit Hamatoxylingeyegefarbt (10 Sekunden in
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Hamatoxylin-Lésung und anschlieBendes Blauen fur Mibhuten unter flieBendem

Leitungswasser), durch die aufsteigende Alkoho&rgibzogen und mit Entellan eingedeckt.

3.2.6.5.2 Nachweis von PrPsc

Fur die immunhistochemische Darstellung von PrPsa@le/ in dieser Arbeit ein Protokoll neu
etabliert. Der Nachweis des pathologischen Priatdiis erfolgte mit dem monoklonalen
Antikdrper SAF84 (Cayman). Fur den immunhistochemes Nachweis von PrPsc sind
bekannterweise aufwendige Vorbehandlungen noétigdibsem, eigenstandig etablierten
Protokoll wurden drei Vorbehandlungen angewenden&ghst wurden die Schnitte fur 6
Minuten in 98-100%iger Ameisensaure inkubiert uadath grindlich gewaschen. Es folgte
die Inkubation in Citrat-Puffer im Dampfkochtopfib&21°C fiur ca. 15 Minuten. Nach
Abkuhlen und Waschen der Schnitte in PBS-A, Blockien endogenen Peroxidasen mit
1%iger Wasserstoffperoxid-Losung und Einkreisen 8ehnitte mit Roti-Liquid-Barrier,
folgte die Proteinase K (PK)-Behandlung. Dazu warde Schnitte zunachst in vorgewarm-
tem 1x PK-Puffer gespult und dann in einer vorgemén Losung mit 4 pg/ml Proteinase K
in 1x PK-Puffer fur 15 Minuten bei 37°C inkubie®ur Verstarkung der Markierung wurde
bei diesem Protokoll das Tyramide Signal Amplificat Biotin System von Perkin Elmer
eingesetzt (Abb. 6). Mit dem TNB Blocking Buffersadiesem Kit wurden 30 Minuten bei
Raumtemperatur unspezifische Bindungsstellen gkbldmschlielRend wurde der Erstanti-
korper SAF84 in einer Verdinnung von 1:10 000 irBTéhgesetzt und fur 1 Stunde bei 37°C
in einer feuchten Kammer inkubiert. Als Zweitantigér diente ein Meerrettich-Peroxidase-
(Horseradish-Peroxidase, HRP)-Konjugat (SuperPie "UHRP Polymer von Zymed). Nach
erneutem Blocken mit TNB fur 30 Minuten bei Raumpematur erfolgte nun die Verstarkung
des Signals durch die Zugabe von Biotinyl Tyram{denplification Reagent) aus dem
Tyramide Signal Amplification Biotin System, da$Q.:in Amplification Diluent (Tyramide
Signal Amplification Biotin System) verdinnt und #i Minuten bei Raumtemperatur auf den
Schnitten belassen wurde. Nach anschlie3ender #tiub von Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase (SA-HRP; Tyramide Signal Amplificatiomofh System) in einer Verdinnung
von 1:200 in TNB fur 30 Minuten bei Raumtemperatwyrde Diaminobenzidin (DAB;
SuperPicTurB" Kit von Zymed) zugegeben. Die Reaktion wurde ngua bidest. abgestoppt
und es folgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin, B@wasserung in der aufsteigenden
Alkoholreihe und Eindecken der Schnitte mit Entella
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Antigen PrPsc

Prinzip der TSA:

1. Antik 6 iper SAF84
2. Antik 6rper HRP-Konjugat
Aktivierung @\ <—— Biotinyl -Tyramid

aktiviertes Biotinyl -Tyramid

bindet an Tyrosin -Seitenketten der Proteine in der
Umgebung des Antigens

l « Streptavidin -HRP

Streptavidin  bindet an Biotin
«—— DAB

HRP katalysiert Spaltung des DAB in eine wasserunl  dsliche
Form l

ausgefallenes DAB ergibt spezifische Braunf  arbung

Abbildung 6: Prinzip des Tyramide Signal Amplifizat (TSA) Biotin Systems.

3.2.6.6 Entwasserung und Eindecken

Nach den verschiedenen Farbe- bzw. immunhistoclobersProtokollen wurden die Schnitte

in einer aufsteigenden Alkoholreihe wieder entwésse

Ethanol 50% 3 min
Ethanol 70% 3 min
Ethanol 96% 3 min
Ethanol 100% 3 min
Ethanol 100% 3 min
Rotihistol 5 min

Rotihistol 5 min

Danach wurden die Schnitte unter dem Abzug mit [Eameingedeckt und zum Trocknen fur

einige Stunden oder tber Nacht dort belassen.

3.2.6.7 Beurteilung der Vakuolisierung

In dieser Arbeit wurde zur Beurteilung der Vakueiang ein eigenes Schema entworfen.
Die Auswertung erfolgte nach HE-Farbung am Sagittatitt der Gehirnhalften. Ahnlich wie
bei Zhanget al. (2004), wurden am Sagittalschnittbild des Gehidnsi groRe Bereiche
beurteilt (Abb. 7):
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1. Kleinhirn (Cerebellum, Cb),
2. Hirnstamm (Hs) sowie

3. Cerebrum (Ce) und Dienzephalon (Di) mit Cortex )Ckippocampus (Hc), Corpus
striatum (Cs) und Thalamus (Th) und HypothalamuBh(H

Zur Ubersichtlicheren Darstellung werden im Folganddie untersuchten Regionen des
Cerebrums und Dienzephalons unter der Bezeichn@egyebrum/Dienzephalon® (Ce/Di)

zusammengefasst.

Abbildung 7: Schema eines Sagittalschnittes duesh@ehirn einer Maus.
Cb = CerebellumHs = Hirnstamm;Ce/Di = Cerebrum und Dienzephalon mit Cortex (Cx), Higgoopus (Hc),
Corpus striatum (Cs), Thalamus (Th) und Hypothalsu@iirh).

Die Vakuolisierung wurde nach folgendem SchematbdufAbb. 8):

n.a. = nicht auswertbar
* = begrenzt auswertbar, Gewebeschnitt in dieseneiBh nicht vollstandig erhalten
+/- = fraglich

negativ, keine TSE-spezifischen Vakuolen naziktar

+ = Vakuolisierungsgrad 1 = einzelne, kleine T&ezifische Vakuolen,
geringgradige Vakuolisierung (Abb. 8 A)

++ = Vakuolisierungsgrad 2 = zahlreiche, kleinde¥spezifische Vakuolen bzw.
einzelne groRere Vakuolen, gering- bis mittelgradigkuolisierung (Abb. 8 B)

+++ = Vakuolisierungsgrad 3 = zahlreiche groRes&Epezifische Vakuolen,
mittelgradige Vakuolisierung (Abb. 8 C)

++++ = Vakuolisierungsgrad 4 = zahlreiche sehRgrd SE-spezifische Vakuolen, die

zum Teil ineinander Ubergehen, hochgradige Vakigoliag (Abb. 8 D)
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Abbildung 8: Vakuolisierungsgrade: A: Grad 1 (+)erhggradige Vakuolisierung. B: Grad 2 (++): Gerithis
mittelgradige Vakuolisierung. C: Grad 3 (+++): Mitgradige Vakuolisierung. D: Grad 4 (++++): Hochijoge
Vakuolisierung (HE-Farbung, Vergré3erung: 10x).

3.2.6.8 Beurteilung der Astrozytose

Die Beurteilung der Astrozytose erfolgte ebenfal® Sagittalschnitt der Gehirne. Eine
krankhafte Vermehrung der Astrozyten wird als Asytose bezeichnet. Sie zeigt sich in
einer Erhohung der Zellzahl und in einer Gro3enaoreader einzelnen Astrozyten. Als Mar-
ker fur Astrozyten dient der Nachweis des Interraddamentes Glial Acidic Fibrillary
Protein (GFAP). Die Astrozyten wurden immunhistaoiezh mit einem Primarantikdrper
gegen GFAP markiert (siehe 3.2.6.5.1). Die gefarldtstrozyten wurden in vier reprasentati-
ven Lokalisationen im Bereich des Hippocampus, dimais, Hirnstamm bzw. Cortex pro
Gehirnschnitt ausgezéahlt und der Mittelwert 1 (Mwals den vier Regionen fur jedes Tier
berechnet. Aus den einzelnen Mittelwerten pro TMw 1) wurde zusatzlich ein zweiter
Mittelwert (Mw 2) fur jede Tiergruppe pro Zeitwdstw. Stadium berechnet.

3.2.6.9 Beurteilung der PrPsc-Ablagerungen

Die Auswertung erfolgte wie zuvor am Sagittalschdér Gehirne. Wie in 3.2.6.7 beschrie-
ben, wurden drei grol3e Regionen des Gehirns buBer Nachweis von PrPsc wurde nach
folgendem Schema ausgewertet (Abb. 9):

n.a. = nicht auswertbar
* = begrenzt auswertbar, Gewebeschnitt in dieseneiBh nicht vollstéandig erhalten

+/- = fraglich
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- = negativ, keine PrPsc-spezifischen Ablageranggchweisbar (Abb. 9 A)

+ = geringgradiger Nachweis von PrPsc; einzelmnegfanulare Ablagerungen, teil-
weise in kleinen einzelnen Gruppen liegend; nwiner Lokalisation der entspre-
chenden Region (Abb. 9 B)

++ = mittelgradiger Nachweis von PrPsc; feingraneilAblagerungen, die diffus Uber
die gesamte Region verteilt sind oder in mehredemé&n Gruppen in mehreren

Lokalisationen der entsprechenden Region liegein (AkC)

+++ = hochgradiger Nachweis von PrPsc; feingraeufblagerungen, die dicht Uber die

gesamte Region verteilt sind; keine Gruppen méteratbar (Abb. 9 D).

Tt

Abbildung 9: Schema zur Beurteilung der PrPsc-Akulation: A: Keine PrPsc-spezifischen Anlagerungen
nachweisbar (--). B: Geringgradiger Nachweis voRder (+). C: Mittelgradiger Nachweis von PrPsc (++).
D: hochgradiger Nachweis von PrPsc (+++).

3.2.7 Proteinbiochemische Methoden

3.2.7.1 Herstellung der Homogenate

Von den in RNAlater fixierten Gehirnhéalften wurdameils ein kleines, kraniales, in wenigen
Fallen kaudales (Tab. 1) Stick entnommen und mdblrmeaeiskaltem PBS-A gewaschen.
Danach wurden 100 mg des Gehirns mit 900 pl 0,33uUdrose in ein Schredder-Rohrchen
gegeben, einige Minuten auf Eis gekuhlt und im Biber auf Stufe 6 zweimal fur 20

Sekunden homogenisiert. Danach wurden die 10%igenddenate in ein Eppi Uberfihrt und

bei -20°C gelagert.
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Inokulation Mausstamm
CD-1 C57/BIl6
ic
61 - Tier 2 12 - Tier 4
93 -Tier 1 40 - Tier 2
97 - Tier 2 48 - Tier 2
157 - Tier 2 61 - Tier 3
64 -Tier4
ip
168 - Tier 1 62 - Tier 3
168 - Tier 1 76-Tier 1
175 - Tier 2 76 - Tier 2
188 - Tier 1 195 - Tier 1 80 - Tier1
oral
| |  517-Tier1 |

Tabelle 1: Einzelne Proben, die fiur die Westernt Bloalyse aus dem kaudalen Gehirnbereich Kleinhirn/
Medulla oblongata entnommen wurden. . Zuordnungrikme: Siehe Kapitel 4.1, Tabellen 3, 5 und 7.

3.2.7.2 Bestimmung des Gesamtproteingehaltes

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes wurdgRitetein Assay*“ von Bio-Rad verwen-
det. Hierbei wurden die 10%igen Gehirnhomogenat® in 0,32 M Sucrose verdinnt und 8
pnl des dann 1%igen Homogenates in den Photometestt€in vorgelegt. Fur die Bestim-
mung der Eichkurve diente Bovines Serum AlbuminABfis dem ,Protein Assay“-Kit von
Bio-Rad). Es wurden fur die Verdinnungsreihe jesv@il 1, 2, 3, 4 bzw. 5 ul des BSA (1
pg/ul) in die Kuvetten vorgelegt. Da die Homogenat&ucrose verdinnt wurden, wurden
auch in die Verdinnungsreihe der Eichkurve sowiglen Leerwert 8 pl 0,32 M Sucrose
zugegeben und anschlie3end 500 ul des Dye-Reagtotdin Assay” von Bio-Rad), das
zuvor 1:5 in Agua bidest verdiinnt wurde, pro Kieettit einer Multipipette pipettiert. Die
Proben wurden 5 Minuten im Dunkeln inkubiert undanie3end im Photometer bei 600 nm
gemessen. Anhand der nach Auswertung der Eichkerhaltenen Formel wurde der

Gesamtproteingehalt der einzelnen Proben berechnet.

3.2.7.3 Proteinase K-Behandlung

Von dem 10%igen Gehirnhomogenat wurden 27 ul mitl 30x PK-Puffer versetzt. An-
schliel3end wurde Proteinase K in einer Konzentnatan 20 pug/ml zugegeben und die Probe
30 Minuten bei 37°C auf einem Schuttler inkubi2d.jeder Probe wurden dann jeweils 10 pul
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Ladepuffer zugegeben und fur 10 Minuten bei 95°Kuloert. Anschlielend wurde das
gebildete Kondenswasser herunterzentrifugiert uedPdoben auf das Gel aufgetragen oder
voribergehend bei -20°C eingefroren. Alle zu untelhenden Proben wurden Proteinase K-
verdaut. Gehirnhomogenate von terminal kranken Wfldausen dienten als Positiv-Kon-
trolle und Homogenate von unbehandelten Wildtyp-8&uals Negativ-Kontrolle. Homo-

genate von Kontrolltieren wurde sowohl mit als aobhe Proteinase K-Verdau aufgetragen.

3.2.7.4 Natriumphosphorwolframsaure (NaPTA)-Fallung
Die Methode der NaPTA-Féallung basiert auf der delek Fallung von PrPsc-Aggregaten.

Monomeres PrPc verbleibt dabei im Uberstand (Sefaal. 1998). Bei Proben, in denen
zunachst kein PrPsc nachweisbar war, wurde datmex E#llung mit Natriumphosphor-
wolframsaure durchgefuhrt. Dazu wurden 125 ul dembbenates mit 125 ul 4%igem Sar-
kosyl (in PBS-A) versetzt und fur 15 Minuten bei°@7 auf dem Schittler bewegt.
Anschliel3end wurden 5 pl Benzonase (1:10 verdimfBS-A aus einer Vorratslésung mit
25 U/ml) zugegeben und fir 30 Minuten bei 37°C @erih Schittler inkubiert. Nach Zugabe
von Proteinase K (215 pg/ml) wurde erneut eineé&tunde bei 37°C inkubiert und danach
25 pl NaPTA/170 mM MgCI2 sowie 47,5 ul eines Pradése K-Inhibitors (Complete Mini)
zugegeben. Es folgte wiederum eine Inkubation forMinuten bei 37°C. Anschlie3end
wurden die Proben fir 30 Minuten bei 14 000 rpnirfeigiert und der Uberstand verworfen.
Das Sediment wurde in 20 ul einer 0,1%igen Sarkb8glng (in PBS-A) resuspendiert, 10
ul 3x Ladepuffer zugegeben und fur 10 Minuten E&i@erhitzt.

3.2.7.5 SDS-PAGE

Die Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungn SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Glasplatten wurden mit 70% Ethagesaubert, das System (Biometra)
zusammengebaut und anschliel3end die Gele gegdsaeh.dem Einfullen des Trenngels
wurde dieses mit Isopropanol uberschichtet, umdlasen zu vermeiden und eine gerade
Gellinie zu erhalten. Nach Auspolymerisieren desnhgels wurde das Isopropanol entfernt
und das Sammelgel gegossen. Von den zu untersuaméirdben wurden je 15 ng Gesamt-
protein pro Spur aufgetragen. Von Homogenaten aertriglitiere wurde jeweils 1 pl sowonhl
PK-verdaut als auch nicht PK-verdaut aufgetragemsé#lich wurde ein Proteingréf3en-
standard (Broad Range Marker: sc-2361) eingesd@m. Gelelektrophorese fand bei
konstanten 10 mA pro Gel statt. Von NaPTA-gefallRenben wurden je Homogenat 3 pul und
von den Kontroll-Homogenaten je 1l pro Spur aufggn.



3 Material und Methoden 52

3.2.7.6 Western Blot Analyse

Nach der SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Protaittels ,Semi-Dry“-Blot-Methode in
der Semi-Dry Blotkammer innerhalb 1 Stunde mit 4@ pro Gel auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Danach wurde die Membran zur Absattjgurspezifischer Bindungsstellen fur 1
Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C Uber Nathb%-Magermilchpulver-TBS-T
bewegt. Es folgte die Inkubation mit dem Primateimper POM1 (0,65 mg/ml) in einer Ver-
dinnung von 1:2000 in 5%-Magermilchpulver-TBS-T fiiStunde bei Raumtemperatur oder
4°C Uber Nacht. Nach Waschen der Membran fur 35dinuten in TBS-T folgte die Inku-
bation mit dem Zweitantikérper (goat-anti-mouse IgRP: sc-2005 und HRP-conjugated
anti-biotin-antibody) fur 45 Minuten bei Raumtemger (Verdinnung: 1:2000 in 5%-
Magermilchpulver-TBS-T). Nach anschlieendem Wasahé TBS-T fur 3 mal 5 Minuten
wurde ECL auf die Membran gegeben. Nach 1 Minutedeudas ECL abgegossen, die
Reaktion in der Dunkelkammer auf einem Rontgenfiletektiert, im Entwicklerbad entwi-
ckelt und anschliel3end fixiert. Entwickler- und iErbad wurden nach Angaben des Herstel-
lers angesetzt und regelmalig gewechselt. Zum Sahlwde der Rontgenfilm luftgetrocknet
und digital eingelesen.

3.2.8 Expressionsanalysen

3.2.8.1 Isolierung der RNA aus Gehirngewebe

Die Gehirnproben wurden bei 4°C aufgetaut. Die @ehiwurden gewogen, mit einem
Skalpell in ca. 5 mfmgroRe Stiicke geschnitten und in ein 2 ml Eppenekfionsgefal
gebracht. Pro 100 mg Gehirn wurde 1 ml TriZOL zwejmm. Das Gewebe wurde dann mit
einem Homogenisator zerkleinert. Dabei wurde disdB@indigkeit langsam erhdht und das
Eppendorfgefald zwischendurch immer wieder auf Ekiblt. Anschlieend wurden die
Homogenate im Thermomixer bei 30°C fir 10 Minutewd&mt. Es wurde dann ein Zehntel
des Volumens an 3 M Natriumacetat (pH 5,0) zugegekarz auf einem Vortexer gemischt
und die Proben fur 5 Minuten bei Raumtemperaturestegelassen. Nach Zugabe von 0,2 ml
Chloroform wurde erneut kurz auf einem Vortexer geimt. Danach wurde fir 5 Minuten bei
30°C im Thermomixer inkubiert und dann fir 20 b@sNinuten bei 10 000 rpm, 4°C zentri-
fugiert. Die obere wassrige Phase (ohne Interphasele in ein neues 1,5 ml Eppendorf-
gefal’ Gberfuhrt, pro 1 ml Lysat 750 ul Isopropaniajegeben und bei 30°C fur 10 Minuten
im Thermomixer inkubiert. Die anschlieRende Zengdtion wurde bei 10 000 rpm und 4°C
fur 15 Minuten durchgefihrt. Danach wurde das Egpéegefald vorsichtig getffnet und der
Uberstand abgegossen. Nach Zugabe von 1 ml 75%gleamol und kurzem Mischen wurde
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erneut fur 5 bis 10 Minuten bei 4°C und 8400 rpmtitigiert. Das Ethanol wurde griindlich
entfernt und das RNA-Sediment bei 56°C fur 1 bidMuten im Heizblock getrocknet.
Danach wurden 50 pl RNA-Storage zugegeben, nochkoatsin 56°C gestellt und die RNA
anschlieBend vollstédndig resuspendiert und aufgésellt. Von einer 1:50 Verdinnung in
sterilem Aqua bidest. wurde im Photometer die Kotrzgion der RNA bestimmt. Die

restliche RNA wurde zur Aufbewahrung sofort bei>G@ingefroren.

3.2.8.2 RNA-Agarosegelelektrophorese

RNA muss vor ihrer Auftrennung denaturiert werdda,einzelstrangige RNA-Molekule in
nativem Zustand Sekundarstrukturen ausbilden, dseléufverhalten der RNA wahrend der
Elektrophorese verandern. Daher wurde zu je 1 pAfRxbbe 5 pul eines formaldehydhaltigen
Puffers (FALD) zugegeben und fur 15 Minuten auf@%thitzt. Danach wurden die Proben
sofort auf Eis gestellt. Fir die Auftrennung der RNvurde ein 1,0%iges Agarosegel
hergestellt. Dazu wurden pro 100 ml Volumen 1 graga in 87 ml DEPC-H20 und 10 ml
MOPS/EDTA in einen Erlenmeyerkolben gebracht undiiner Mikrowelle aufgekocht. Nach
Abkuhlen auf ca. 60°C wurden 3 ml 37%iges Formajdelmter dem Abzug zugegeben. Die
Gelkammer wurde ebenfalls unter dem Abzug befiildd €ir ca. 30 Minuten dort belassen,
bis das Gel auspolymerisiert war. Als Laufpufferrda 1x MOPS/EDTA in DEPC-H20
verwendet. Der Gel-Vorlauf wurde fur 10 Minuten @&V (kleines Gel) bzw. fir 30 Minuten
bei 50 V (grolRes Gel) durchgefihrt. AnschlieRendden die Proben aufgetragen. Leere
Taschen wurden mit FALD beftillt. Zur GroRenbestinmgnaiente ein RNA Marker. Der Gel-
Lauf erfolgte bei 75 V fur 45 Minuten (kleines Géiw. bei 20 V Uber Nacht (grof3es Gel).

Danach wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert.

3.2.8.3 Northern-Transfer

Der Transfer von RNA aus dem Gel auf eine Hybordevmbran erfolgte nach der
Methode von Kroczek und Siebert, 1990. Als Tramaféfer wurde 10x SSC verwendet; als
Saugmaterial dienten Whatman-Filter und Zellstaffgr. Die Hybond-R-Membran wurde

fur 5 bis 10 Minuten in DEPC-H20 eingeweicht und das Gel ohne Luftblasen aufgelegt.
Nach Auflegen eines Gewichtes wurde Uber NachtRN& auf die Membran transferiert.
Danach wurde die Membran zweimal in 2x SSC geschiyewf ein trockenes Whatman-
Filterpapier aufgelegt, beschriftet und in den UtWaglinker gelegt, um durch UV-Cross-

linking die Nukleinsaure auf der Membran zu bindémschlieBend wurde die Membran
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fotografiert und dann 2 Stunden bei 80°C im Vakuygtrocknet. Nach Abkuhlen wurde die
Membran zur weiteren Aufbewahrung eingeschweif3t.

3.2.8.4 Hybridisierung
Die DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI gésgraund das 230 bp groRe DNA-

Stick von GFAP aus einem Low Melting Temperatureniygl ausgeschnitten, mit der
dreifachen Menge A. bidest verdiunnt, auf 65°C ethitnd in -20°C eingefroren. Zur
Herstellung der Sonde wurde das Gel bei 65°C aafige?5 pl des jetzt flissigen Gels in ein
Eppendorfreaktionsgefal? dberfuhrt und fur 5 Minutarigekocht. Dieses wurde auf Eis
abgekuhlt, kurz zentrifugiert und anschlieBend in ReaktionsgefaR (Rediprifié II
Random Prime Labelling System) gegeben. Es wurdeis 8 pl fP] dCTP zugegeben und
eine halbe Stunde bei 37°C im Heizblock inkubigm die Reaktion abzustoppen, wurden 5
pl 0,2 M EDTA zugefligt. Die Probe wurde dann awg gestellt. Anschlie3end wurde nicht
eingebaute Radioaktivitat zweimal mit TE-Puffer@40) tiber eine Saule (illustfANICK™

Columns) entfernt.

Die Membran wurde nun fir 1 Stunde in Pre-Washd?uf®,1x SSC mit 0,5% SDS) bei

65°C gewaschen. Die Hybridisierungslosung (ULTRAM)bwurde bei 68°C geldst. Danach

wurde die Membran zusammengerollt, in eine Hybdisigsflasche verbracht, 5 ml der
Hybridisierungslésung zugegeben und fir 2 Stunde®°C im Hybridisierungsofen belas-

sen. AnschlieBend wurde die Sonde fir 10 Minutétodat, zugegeben und Uber Nacht bei
42°C inkubiert. Es folgte zweimaliges Waschen inS&C mit 0,5% SDS bei 42°C gefolgt
von mehrmaligem Waschen in 0,1x SSC mit 1% SDS.

3.2.8.5 Autoradiographie

Uberschussige Flussigkeit wurde von der Membranemdgm Whatman-Filter entfernt. An-
schlieBend wurde die Membran feucht in Frischhaliefingewickelt. In der Dunkelkammer
wurde ein Rontgenfilm (BioMax XAR, Kodak) mit Veéskerfolie (Perlux) aufgelegt und bei
-70°C fur 1 Stunde bis 7 Tage exponiert. Danachdenglie kalte Filmkassette zunachst in der
Warme getrocknet. Der Rontgenfilm wurde dann in Bankelkammer im Entwicklerbad
entwickelt, kurz gewassert, im Fixiererbad fixieggspult und an der Luft getrocknet. Das
Autoradiogramm wurde mit der DC120 Zoom-Kameratdigiert.
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3.2.8.6 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenretikn (Reverse Transcriptase-

Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)

Die PCR dient der Vervielfaltigung von DNA. Sie bkt auf einem immer wiederkehrenden
Zyklus aus drei Schritten: der Denaturierung detridan-DNA, der Hybridisierung (Anlage-
rung der Primer, ,Annealing®) und der Verlangerutey DNA-Strange. In dieser Arbeit sollte
die GFAP-Genexpression untersucht werden. Als @tandiente hierbei Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), ein Enzym der Gfgko Es wird, ahnlich wi@-Aktin,
als Vergleichswert eingesetzt, da seine Expressiallen Zellen nahezu konstant ist. Alle
Arbeiten wurden auf Eis durchgefiihrt. Nach Heratedlder RNA-Vorverdiunnung (0,5 pg/ml
in 2x RNA Secure) wurde der GFAP- bzw. GAPDH-Masterangesetzt.

Mastermix:

RT-PCR Puffer 5x je 2,00 ul
dNTP je 0,40 pl
Primer je 1,00 pl
Enzyme-Mix je 0,40 pl
RNAse-free H20 ad 9,00 pl

Zu je 1 pl RNA-Vorverdinnung wurden jeweils 9 pl $fiermix pipettiert und die PCR-Reak-

tionsgefalle wurden sofort in den Thermocycler djesie einzelnen Schritte verliefen wie

folgt:

GFAP: GAPDH:

Schritt 1 30 min bei 50°C Schritt 1 30 min bei 50°C
Schritt 2 15 min bei 95°C Schritt 2 15 min bei 85°
Schritt 3 1 min bei 95°C Schritt 3 1 min bei 95°C
Schritt 4 1 min bei 55°C Schritt 4 30 sec bei 60°C
Schritt 5 1 min bei 72°C Schritt 5 30 sec bei 72°C
Schritt 6 10 min bei 72°C Schritt 6 10 min bei 72°C
Schritt 7 abkihlen auf 4°C Schritt 7 abkihlen i@ 4

Die Anzahl der Reaktionszyklen (Schritt 3 bis B féar GFAP bei 20 und fir GAPDH bei 18.
Aufgrund der zuvor ausgetesteten, limitierten Rieakzyklen blieb die RT-RCR im linearen
Amplifikationsbereich. Somit war eine semi-quarit@ Auswertung der Ergebnisse
maoglich. Die Proben wurden nach Beendigung desrBrogs im Thermocycler auf 4°C

heruntergekuhlt und zur weiteren Aufbewahrung Ber€ gelagert.

3.2.8.7 Gelelektrophoretische Analyse der PCR-Prodite

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte in einem 2ge¥ Metaphor-Gel. Zur Herstellung
wurden 2,5 g Metaphor-Agarose in einen 300 ml Enleyerkolben eingewogen und 100 ml
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1x EP-Puffer sowie 3 ul Ethidiumbromid zugegebere Mischung wurde in einer
Mikrowelle kurz aufgekocht und danach fir 1 Stubde 80°C ins Wasserbad gestellt. Das
Gel wurde in die Gelkammer gegossen und 1 Stund&®&@emtemperatur stehen gelassen.
Anschliel3end wurde Laufpuffer (1x EP-Puffer + Ogfml Ethidiumbromid) bis zur oberen
Kante des Gels eingeflllt und tGber Nacht bei 4¥hem gelassen. Die PCR-Proben wurden
auf Eis aufgetaut. Zu jeder Probe wurden 2 ul Bgetpert und die Proben auf das Gel
aufgetragen. Als Marker diente HyperLadder IV bxtvDer Gel-Lauf wurde bei 60 V fur 3
Stunden und 45 Minuten durchgefiihrt. AnschlieRendder das Gel fotografiert und am

Thyphoon eingescannt.

3.2.8.8 Densitometrie

Sowohl bei dem nach Northern Blothybridisierungitdigsierten Autoradiogramm als auch
bei dem nach PCR erhaltenen Bild wurden die eimrelBanden mit dem Kodak Digital
Science 1D-Softwareprogramm vermessen und dendiieoie ausgewertet. Nach Vermes-
sung des PCR-Bildes wurde das GFAP/GAPDH-Verhalb@schnet. Der Vergleich der
Signalstarken der GFAP-spezifischen mRNA mit de® tRNA als Standard im Autoradio-
gramm wurde als GFAP/18S-Verhaltnis angegeben.
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4  Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden mdgliche Zusammenhange dwes klinischem Verlauf und
neuropathologischen Charakteristika von Scrapieh maerschiedenen Inokulationswegen
(intrazerebral, intraperitoneal und oral) im Mauslalb untersucht. Hierzu wurde der Verlauf
der Erkrankung in drei Stadien eingeteilt: Praklames Stadium (klinisch unauffallige Tiere),
in dem drei aufeinander folgende Zeitwerte (1yrid 3. Zw.) ausgewertet wurden, sowie fru-
hes klinisches (erste Scrapie-assoziierte Symptamd)spates klinisches (deutlich ausge-
pragtes Krankheitsbild) Krankheitsstadium (siehgit&h 3.2.5). Da nach oraler Inokulation
mit 1%igem Gehirnhomogenat der tUberwiegende Teil Tdere klinisch unauffallig blieb
(siehe Kapitel 4.1.3.1.1), ergaben sich hier findikpnische Zeitwerte. Nach oraler Gabe des
10%igen Homogenates wurden nur Klinisch kranke eTifrihes und spéates Stadium)
analysiert. Zur besseren Ubersicht werden im Falgerdie Farben rot fiir CD-1-Mause, blau
fur C57/Bl6-Mause und grun fir tga20-Mause vergeben

Proben, die fir die Untersuchungen an Gefrierstdmgntnommen worden waren, wurden in
dieser Arbeit nicht ausgewertet. Beziglich desistinen Verlaufs und der Symptome von
Scrapie bei den drei Mausstdmmen konnten bei Tiet@n fir die Entnahme von Cryo-

Proben inokuliert worden waren, keine Unterschiedelen hier beschriebenen Ergebnissen

festgestellt werden.

4.1 Klinische Beurteilung der Mause

Nach Inokulation wurden die Tiere bis zum ersterfti®ten von klinischen Symptomen
zweimal wdchentlich, danach taglich beobachtet. rigdti wurden die Entwicklung der
klinischen Symptome im zeitlichen Verlauf nach a&zrebraler, intraperitonealer und oraler

Inokulation.

4.1.1 Intrazerebrale Inokulation (ic-Inokulation)

41.1.1 Krankheitsverlauf

Der zeitliche Verlauf der Erkrankung und die Anzaldr ausgewerteten Tiere nach ic-
Inokulation sind in Tabelle 2 dargestellt. Es wurdgundsatzlich jeweils 4 Tiere pro Stadium
bzw. pro Zeitwert (20 Tiere insgesamt pro Mausstaransgewertet. Im spéaten klinischen
Stadium standen funf tga20-Mause zur Verfigung.eDangab sich fur diesen Mausstamm
eine Gesamtzahl von 21 ausgewerteten Tieren. Nabktokulation wurden im préklinischen

Stadium zu drei Zeitwerten (Zw) von allen Mausst@nr®Proben entnommen. Aufgrund der



4 Ergebnisse 58

kurzeren Inkubationszeiten der transgenen tga20sMd&ischeret al. 1996) erfolgte die
Probenentnahme flir diesen Mausstamm friher alsldeibeiden Wildtyp-Mausstammen.
Die Zeitwerte fur die Probenentnahmen in den kiinex Krankheitsstadien der beginnenden
Erkrankung und dem spaten Stadium ergaben sichagh iKrankheitsverlauf (Tab. 2).
Innerhalb eines Mausstammes war der Krankheitayenlach ic-Inokulation recht homogen.

Die jeweliligen Tiere erkrankten etwa zur gleichemtZ

CD-1-Wildtyp-Méause zeigten nach 119 bzw. 121 dpteeScrapie-spezifische Symptome. Im
Vergleich dazu waren bei C57/Bl6-Mausen bereitqiris€bzw. 98 Tagen nach der Infektion
erste Anzeichen einer Scrapie-Erkrankung festdestelWie erwartet wiesen tga20-Mause

die kirzeste Inkubationszeit auf. Sie erkrankteshrd8 bzw. 49 dpi.

Das spate Krankheitsstadium erreichten die CD-lddanach 142 bis 149 Tagen, die
C57/BI6-Méause nach 149 bis 158 Tagen und die tdd20se nach 57 bis 64 dpi.

Krankheitsstadium Mausstan{ifiere insgesamt
CD-1 (20) |

praklinisches Stadium
1. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 28 (4) 30 (4) 12 (4)
2. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 62 (4) 61 (4) 20 (4)
3. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 90 (3) 93 (4) 40 (2)
92 (1) 41 (1)
42 (1)

frihes klinisches Stadium

dpi (Anzahl der Tiere): 119 (2) 97 (2) 48 (2)
121 (2) 98 (2) 49 (2)

spates klinisches Stadium

dpi (Anzahl der Tiere) 142 (3) 149 (1) 57 (2)
149 (1) 157 (2) 61 (1)

158 (1) 62 (1)

64 (1)

Tabelle 2: Zeitlicher Verlauf der Erkrankung undzahl der Tiere der drei Mausstamme (CD-1, C57/B16 u
tga20) nach ic-Inokulation mit RML (1%iges Gehirnfmgenat). Dpi = Tage nach Inokulation.

4.1.1.2 Klinische Symptome

Gemeinsames Symptom aller drei Mausstamme war zginBeder Erkrankung eine
fortschreitende Ataxie (Tab. 3). Alle untersuchfigare des CD-1-Wildtypstammes zeigten
sich zudem lethargisch, wahrend 50% der C57/Bl69daund 100% der tga20-Mause
zunachst hyperaktiv waren. Aul3erdem hatten CD-19ddn diesem frihen Stadium bereits
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ein struppiges und stumpfes Fell in 75% aller Faldhrend das Fell der beiden anderen

Mausstamme noch nicht verandert war. Alle Tiere @67/BI6- und tga20-M&ause wiesen

bereits eine deutliche Kyphose auf, die bei CD-1ud#i erst im spaten Krankheitsstadium

auftrat (Tab. 3).

klinisches Stadium: frih spat frih spat frih spat
dpi 119-121 142-149 97-98 149-158 48-49 57-64

Symptome % der erkram&n Tiere

Ataxe: 100 100 50 100 100 100

Abmagerung: 100 100 100

Lethargie: 100 100 100 100

struppiges Fell: 75 100 75 80

Hyperaktivitat: 50 100

Kyphose: 100 100 100 100 100

senkrecht aufgestellter Schwanz: 75 40

Parese HGM: 25 50 100

Zuckungen Hautmuskulatur Rlckg 100

langgestreckte Korperhaltung:

Tabelle 3: Klinische Symptome der drei Mausstam@ie-(, C57/BI6 und tga20) nach ic-Inokulation mit RM
(1%iges Gehirnhomogenat). Dpi = Tage nach InokutatHGM = Hintergliedmaf3en.

Abbildung 10: Klinisches Bild der drei Maus-
stamme im spaten Krankheitsstadium nach
intrazerebraler Inokulation mit 1%igem
Gehirnhomogenat von RML.

A und B: CD-1-Maus: Ataxie, Lethargie,
Abmagerung sowie struppiges, stumpfes Fell,
Kyphose und ein senkrecht aufgestellter
Schwanz (A).

C: C57/Bl6-Maus: Ataxie, Lethargie, Abma-

gerung sowie struppiges, stumpfes Fell,
Kyphose und Parese der HintergliedmalRen
mit lateraler Abspreizung der Hinterfll3e.

D: tga20-Maus: Ataxie, Lethargie, Abmage-
rung sowie struppiges, stumpfes Fell und
Kyphose.
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Alle Tiere der drei Mausstamme zeigten im spateimiddhen Krankheitsstadium eine

fortgeschrittene Ataxie und Kyphose (Tab. 3, AbB). Wie die CD-1-Mause wurden nun

auch alle C57/BI6- und tga20-Méause zunehmend lgidelr. Zudem waren alle Tiere

deutlich magerer im Vergleich zu gleichaltrigenpahandelten Mausen bzw. Mausen, die
mit 1%igem Hirnhomogenat gesunder Mause inokuhearden. Ein weiteres wichtiges

Merkmal der Tiere im spaten Stadium der Erkrankwag die Ausbildung eines struppigen

und stumpfen Fells (Abb. 10).

Ein Unterschied konnte bei den C57/BlI6-Mausen tesitglt werden. Ausschliel3lich Tiere
dieses Mausstammes zeigten in unregelmaligen Alestamauftretende Zuckungen der
Hautmuskulatur im Bereich des Rickens. AulRerdeinefiree Parese der Hintergliedmal3en
(HGM) mit deutlicher lateraler Abspreizung der HiritiRe auf (Tab. 3, Abb. 10 C).

4.1.2 Intraperitoneale Inokulation (ip-Inokulation)

4.1.2.1 Krankheitsverlauf

Der zeitliche Verlauf der Erkrankung und die Anzadr ausgewerteten Tiere nach ip-
Inokulation sind in Tabelle 4 dargestellt. Es wurdderwiegend jeweils 4 Tiere pro Stadium
bzw. Zeitwert ausgewertet. Fur den dritten Zeitw@t Zw) im praklinischen Stadium der
CD-1-Mause wurden nur 3 Tiere und in der GruppeClef/Bl6-Mause im spaten klinischen
Stadium wurden 5 Tiere untersucht. Somit ergab sicke Gesamtzahl der Tiere nach ip-
Inokulation von 19 CD-1-Mausen, 21 C57/Bl6-Mausan 20 tga20-Mausen. Auch nach ip-
Inokulation wurden von klinisch gesunden Tierendrei verschiedenen Zeitwerten (Zw)
Proben entnommen (Tab. 4). Wie nach ic-Inokulataanden aufgrund der zu erwartenden
kirzeren Inkubationszeiten von den transgenen tdy#sen bereits frUher Proben
gewonnen. Die Zeitpunkte der Probenentnahme in Hemen folgenden klinischen
Krankheitsstadien war von dem jeweiligen Krankhe&tiauf bestimmt. Wie auch nach
intrazerebraler Inokulation erkrankten alle Tienges Mausstammes etwa zur gleichen Zeit,
wobei bei den CD-1-Méausen nach 168 dpi und bei@er/Bl6-Mausen nach 162 dpi jeweils
ein Tier mit beginnenden Symptomen beobachtet wuildle Gbrigen CD-1-Mause wurden
nach 175 dpi, die C57/Bl6-Mause nach 182 dpi krabkvartungsgemal zeigten tga20-
Mause bereits nach 76 bzw. 77 dpi erste klinisgmegfome einer Scrapie-Erkrankung.

Das spate Krankheitsstadium erreichten die CD-1dd&ach 188 bis 224 dpi, die C57/BI6-
Mause nach 195 bis 212 dpi und die tga20-Mause 8adiis 84 Tagen nach Inokulation.
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Krankheitsstadium Mausstamm (Tiere insgesamt)
CD-1 (19) | |
praklinisches Stadium
1. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 62 (4) 62 (4) 20 (4)
2. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 91 (4) 92 (4) 41 (4)
3. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 168 (3) 162 (4) 62 (4)

frihes klinisches Stadium

dpi (Anzahl der Tiere): 168 (1) 162 (1) 76 (2)
175 (3) 182 (3) 77 (2)

spates klinisches Stadium

dpi (Anzahl der Tiere): 188 (2) 195 (1) 80 (2)
195 (1) 204 (2) 81 (1)
224 (1) 211 (1) 84 (1)

212 (1)

Tabelle 4: Zeitlicher Verlauf der Erkrankung undzahl der Tiere der drei Mausstamme (CD-1, C57/B16 u
tga20) nach ip-Inokulation mit RML (1%iges Gehirnimmgenat). Dpi = Tage nach Inokulation.

4.1.2.2 Klinische Symptome

Insgesamt war die Symptomatik bei den Wildtyp-M&usach ip- und ic-Inokulation gut
vergleichbar (Tab. 5, Abb. 11 A bis C). Wichtig&gmptome zu Beginn der Erkrankung
waren Ataxie und Lethargie. Die CD-1-Mause wiesaneet bereits zu Beginn der
Erkrankung ein struppiges und stumpfes Fell aufiresdd dies bei den C57/Bl6-Mausen erst
im spaten Stadium auftrat. Bei den C57/Bl6-Mausennken bereits im frihen Stadium der
Erkrankung die beschriebenen, fur C57/Bl6-Mausenddar typische, Zuckungen der Haut-
muskulatur im Bereich des Rickens und die PareseHd#ergliedmal3en mit lateraler
Abspreizung der HinterfilRe bei 75% der Tiere fesdtgt werden, das sich im weiteren
Verlauf verstarkte (Tab. 5, Abb. 11 C). Die tga2@de zeigten als eines der ersten Sympto-
me ebenfalls Ataxie, aul3erdem jedoch Hyperaktiut&i0% der Falle und, im Gegensatz zu
ic-Inokulation und zu beiden Wildtyp-Mausstammenijnee extrem langgestreckte

Korperhaltung ohne die Ausbildung einer Kyphosedben Tieren (Tab. 5).
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klinisches Stadium: frih spat frih spat frih spat
dpi 168-175 188-224 162-182 195-21p 76-771 80-8f

Symptome % der erkram&n Tiere

Ataxe: 100 100 100 100 100 100

Abmagerung: 100 80 100

Lethargie: 100 75 75 100

struppiges Fell: 100 100 100

Hyperaktivitat: 50 75

Kyphose: 75 25 100

senkrecht aufgestellter Schwanz: 50 100

Parese HGM: 25 75 80

Zuckungen Hautmuskulatur Ricken: 75 100

langgestreckte Korperhaltung: 100 100

Tabelle 5: Klinische Symptome der drei Mausstam@iB-(, C57/BI6 und tga20) nach ip-Inokulation mit RM
(1%iges Gehirnhomogenat). Dpi = Tage nach InokutatHGM = Hintergliedmaf3en.

Abbildung 11: Klinisches Bild der drei Maus-
stamme im spaten Krankheitsstadium nach
intraperitonealer Inokulation mit 1%igem
Gehirnhomogenat von RML.

A und B: CD-1-Maus: Ataxie, Lethargie,

Abmagerung sowie struppiges und stumpfes
Fell, Kyphose und senkrecht aufgestellter
Schwanz (B).

C: C57/Bl6-Maus: Ataxie, Lethargie, Abma-
gerung sowie struppiges und stumpfes Fell,
Kyphose und Parese der Hintergliedmalien
mit lateraler Abspreizung der Hinterful3e.

D: tga20-Maus: Ataxie, Lethargie, Abmage-
rung sowie eine langgestreckte Korperhaltung
ohne Ausbildung einer Kyphose.

Wichtige Symptome aller drei Mausstamme im spateankheitsstadium waren Ataxie,

Abmagerung und Lethargie sowie Zuckungen der Haskolatur im Bereich des Rickens

und Parese der Hintergliedmal3en mit lateraler Adspng der Hinterful3e bei den C57/BI6-

Mausen. Alle Tiere der Wildtyp-Mausstamme hatteRexdem ein struppiges und stumpfes
Fell (Tab. 5, Abb. 11 A bis C). Die ip-inokuliertaga20-Mause unterschieden sich in der

Symptomatik eindeutig von den Wildtyp-Mausen unah vo-inokulierten tga20-Mausen, da
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sie eine extrem langgestreckte Korperhaltung ohgphkse und ein unverandertes Fell
zeigten (Tab. 5, Abb. 11 D).

4.1.3 Orale Inokulation
4.1.3.1 Krankheitsverlauf

4.1.3.1.1 Orale Inokulation mit 1%igem Gehirnhomogaat

Es wurden jeweils 28 Tiere pro Mausstamm mit eid&ogen Gehirmhomogenat von RML

oral inokuliert. Es erkrankten jedoch jeweils ninzelne Tiere, so dass sich keine einheitli-
chen Inkubationszeiten innerhalb eines Mausstamfilegdie verschiedenen Krankheits-

stadien beobachten lie3en und die Tiere Uber ewlativ langen Zeitraum gehalten wurden
(Tab. 6). Aufgrund der langen Inkubationszeiten steietztlich eine relativ hohe Anzahl der
Tiere wegen anderer krankhafter Veranderungen wBe Bermatitis, Augenentzindung,

vergroRerten Lymphknoten oder Tumore getdtet werdach oraler Inokulation mit 1%igem

Gehirnhomogenat konnten deshalb insgesamt nur 19-C6 C57/BI6- und 15 tga20-

Mause untersucht werden (Tab. 6).

Von den 28 inokulierten CD-1-Mausen erkranktendiédn sechs Tiere. Vier Tiere wurden
mit beginnenden klinischen Symptomen untersuch® @di), zwei Tiere wurden im spéten
Krankheitsstadium getotet (237 und 257 dpi). Dieiz€iere wurden zu verschiedenen Zeiten
nach Inokulation ohne klinische Symptome unters(tab. 6).

Von den C57/BlI6-Méausen erkrankten vier Tiere. Eiariwurde mit beginnenden Sympto-

men (262 dpi) getétet, drei Tiere wurden im sp&lenschen Stadium nach 226, 252 und 268
dpi ausgewertet. Zwolf Tiere konnten zu verschiederZeiten nach Inokulation ohne

klinische Symptome untersucht werden (Tab. 6).

Scrapie-spezifische Symptome nach oraler Inokulabei den tga20-Mausen konnten bei
vier Tieren festgestellt werden. Zwei Tiere wurdeit beginnenden Symptomen (142 und
153 dpi) und zwei Tiere wurden im spéaten Stadium Sorapie getttet (139 und 145 dpi). Elf
Mause wurden zu verschiedenen Zeitwerten ohneskla Symptome ausgewertet (Tab. 6).
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Krankheitsstadium Mausstamm (Tiere insgesamt)
CD-1(19) |
praklinisches Stadium
1. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 166 (4) 166 (3) 90 (4)
2. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 212 (1) 212 (3) 216 (1)
218 (2)
3. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 261 (2) 262 (2)
4. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 306 (3) 300 (2) 300 (1)
306 (2)
5. Zeitwert dpi (Anzahl der Tiere): 500 (3) 517 (2) 455 (1)

frihes klinisches Stadium

dpi (Anzahl der Tie)e 210 (4) 262 (1) 142 (1)
153 (1)

spates klinisches Stadium

dpi (Anzahl der Tie)e 237 (1) 226 (1) 139 (1)
257 (1) 252 (1) 145 (1)
268 (1)

Tabelle 6: Zeitlicher Verlauf der Erkrankung undzahl der Tiere der drei Mausstamme (CD-1, C57/Bid u
tga20) nach oraler Inokulation mit RML (1%iges Gahbmogenat). Dpi = Tage nach Inokulation.

Aufgrund der geringen Tierzahlen pro Zeitwert indkdmischen Krankheitsstadium (siehe
Tab. 6) wird dieses Stadium in den folgenden Kapitecht wie nach ic- und ip-Inokulation

in einzelne Zeitwerte eingeteilt.

Dass nach oraler Inokulation mit einem 1%igem G#tumogenat von RML-Prionen nur
einzelne Tiere sporadisch Symptome fir Scrapieteejdgonnte auf eine zu niedrige Inokula-
tionsdosis zuriickzufiihren sein. Daher wurde zusitzZehn CD-1-Mausen stellvertretend
fur beide Wildtyp-Mausstdmme und zehn tga20-Mauwsmanl0%iges Gehirnhomogenat von

RML oral verabreicht.

4.1.3.1.2 Orale Inokulation mit 10%igem Gehirnhomognat

Die Probenentnahme nach oraler Inokulation mit @i Hirnhomogenat erfolgte
ausschlief3lich im frihen und im spaten klinischéadBim der Erkrankung (Tab. 7). Jetzt
zeigten alle inokulierten Mause fur Scrapie types&ymptome, wobei jedoch die Zeitpunkte

der Erkrankung wiederum uneinheitlich waren.
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Krankheitsstadium Mausstamm (Tiere insgesamt)
CD-1(8) |
frihes klinisches Stadium
dpi (Anzahl der Tiere): 175 (1) 75 (1)
188 (1) 140 (1)
200 (1) 145 (1)
215 (1)

spates klinisches Stadium

dpi (Anzahl der Tiere): 210 (1) 95 (1)
220 (1) 109 (1)
235 (1) 137 (1)
260 (1)

Tabelle 7: Zeitlicher Verlauf der Erkrankung undzahl der Tiere der beiden Mausstdmme (CD-1 undOiga2
nach oraler Inokulation mit RML (10%iges Gehirnhayanat). Dpi = Tage nach Inokulation.

Jeweils ein Tier des CD-1-Mausstammes zeigte n@bh 1188, 200 bzw. 215 dpi erste Symp-
tome einer Scrapie-Erkrankung. Vier CD-1-Mause wuaran spaten Krankheitsstadium nach
unterschiedlich langen Inkubationszeiten (210, 28% und 260 dpi) untersucht. Zwei Tiere
mussten aufgrund anderer Erkrankungen euthanaseden und kamen nicht zur Auswer-

tung.

Drei tga20-Mause zeigten nach 75, 140 bzw. 14%dye Anzeichen fur Scrapie, weitere drei
Tiere wurden nach 95, 109 bzw. 137 dpi im spateanKineitsstadium untersucht. Vier tga20-
Mause Tiere mussten aufgrund anderer Erkrankungedtey werden und konnten nicht

ausgewertet werden.

4.1.3.2 Klinische Symptome

Zwischen den Gruppen der mit 1%igem bzw. 10%igerhi@komogenat oral inokulierten
Tiere konnten bezuglich der klinischen Symptomé&gne markanten Unterschiede festge-
stellt werden (Tab. 8 und 9). Wie nach ip-Inokwdatiwaren die tga20-Mause auch nach
oraler Infektion mit RML anhand der klinischen Sywpe klar von den Tieren beider
Wildtyp-Mausstamme sowie von ic-inokulierten tgald@usen unterscheidbar. Wéahrend die
Symptome der Wildtyp-Mause denen nach ic- und gilation ahnelten, zeigten die tga20-
Mause auch nach oraler Inokulation ein vergleicebaBild wie nach ip-Inokulation und
somit einen deutlichen Unterschied zu ic-inokuéarTieren (Tab. 8 und 9). Wie schon nach
ip-Inokulation wiesen Tiere dieses Mausstammesitisem Beginn der Erkrankung eine

extrem langgestreckte Korperhaltung ohne Ausbildemger Kyphose auf, die im spaten
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Krankheitsstadium noch deutlicher wurde. Danebatetr Ataxie, Lethargie und Abmagerung

auf (Tab. 8 und 9, Abb. 12 C).

Alle CD-1-Mause waren nach oraler Inokulation mitoijem Gehirnhomogenat mit

einsetzenden Symptomen zunéchst hyperaktiv. Inesgatankheitsstadium zeigten sich die

Tiere jedoch auch hier zunehmend lethargisch umndgits@hnliche Symptome wie nach den

beiden vorangegangen Inokulationswegen (Tab. 8, ABIA).

Mausstamm: CD-1
klinisches Stadium: frih Spat frih Spéat frih Spéat
dpi 210 237-257 262 226-268 142-158 139-145

Symptome % der erkram&n Tiere

Ataxie: 100 100 100 100 100 100

Abmagerung: 100 100 100 100 50 100

Lethargie: 100 100 100

struppiges Fell: 100 100

Hyperaktivitat: 100

Kyphose: 100 100 100

senkrecht aufgestellter Schwanz: 50

Parese HGM: 67 50

Zuckungen Hautmuskulatur Riicken: 100

langgestreckte Koérperhaltung: 100 100

Tabelle 8: Klinische Symptome der drei Mausstam@B-(, C57/BI6 und tga20) nach oraler Inokulatiort mi
RML (1%iges Gehirnhomogenat). Dpi = Tage nach Itatkon, HGM = Hintergliedmalen.

Bei den C57/Bl6-Mausen waren keine Unterschiedeleru vorangegangenen Inokulations-

wegen festzustellen. Die Symptome der Mausstamnol pealer Inokulation sind in den

Tabellen 8 und 9 zusammengefasst.

Mausstamm: CD-1

klinisches Stadium: frih spat frih spat
dpi 175-215 210-260 75-145 95-137

Symptome % der erkrankten Tiere

Ataxe: 100 100 100 100

Abmagerung: 75 100 33 100

Lethargie: 100 100

struppiges Fell: 75

Hyperaktivitat:

Kyphose: 75

senkrecht aufgestellter Schwanz: 25 33

Parese HGM: 50 25

Zuckungen Hautmuskulatur Riickejn:

langgestreckte Kérperhaltung: 100 100

Tabelle 9:

(10%iges Gehirnhomogenat). Dpi = Tage nach InolaniaHGM = Hintergliedmalen.

Klinische Symptome der beiden Mausstani@i2-1 und tga20) nach oraler Inokulation mit RML
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A Abbildung 12: Klinisches Bild der drei
' Mausstamme im spaten Krankheitsstadium
nach oraler Inokulation mit 1%igem Gehirn-
homogenat von RML.

A: CD-1-Maus: Ataxie, Lethargie, Abmage-
rung sowie struppiges und stumpfes Fell und
Kyphose.

B: C57/Bl6-Maus: Ataxie, Lethargie, Abma-
gerung sowie struppiges und stumpfes Fell,
Kyphose und Parese der HintergliedmaRRen
mit lateraler Abspreizung der Hinterfif3e.

C: tga20-Mause: Ataxie, Lethargie, Abmage-
rung sowie eine langgestreckte Korper-
haltung ohne Ausbildung einer Kyphose.

4.1.4 Zusammenfassung

Die klinische Beurteilung ergab Unterschiede zwesclden einzelnen Mausstammen, wobei
tga20-Mause auch Unterschiede bei den verschiedenkualationsrouten aufwiesen.

Beide Wildtyp-Mausstdmme zeigten insgesamt einiées klinisches Bild nach allen drei
Inokulationswegen. Wichtigste Symptome waren ewmws€Ehreitende Ataxie, Abmagerung
und Lethargie sowie ein struppiges, stumpfes Fedl eine deutlich ausgebildete Kyphose.
Bei C57/Bl6-M&ausen trat zuséatzlich ein fur dieseaugstamm charakteristisches nervoses
Symptom auf: In unregelmafligen Abstanden auftretefutkungen der Hautmuskulatur im
Bereich des Rickens sowie eine Parese der Hirgdrghl3en mit lateraler Abspreizung der

Hinterflul3e.

Die klinische Symptomatik der tga20-Mause nachnmkulation war derjenigen der CD-1-
Mause sehr @hnlich. Nach den peripheren Inokulati@gen (intraperitoneal und oral) zeigte
sich bei den tga20-M&ausen jedoch ein anderes &lies Bild. Neben Ataxie, Abmagerung
und Lethargie wiesen die tga20-Mause ausschliel3iabh intraperitonealer und oraler
Inokulation eine extrem langgestreckte Korperhatohne Ausbildung einer Kyphose und
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ohne Veranderungen des Fells auf. Demnach warda@0OtMausen die Auspragung der

klinischen Symptome abhangig von der Inokulationtro

4.2 Beurteilung der Vakuolisierung

Das Auftreten von Vakuolen im ZNS ist typisch finamsmissible Spongiforme Enzephalo-
pathien. Dieses charakteristische histologische fihrte zu der Bezeichnung ,spongiforme*
(schwammartige) Enzephalopathie. In diesem Kapited die Ausbildung TSE-spezifischer
Vakuolen in den Gehirnen von CD-1-, C57/BI6- und2@-Mausen nach den unterschied-
lichen Inokulationsrouten (intrazerebral, intrap@meal und oral) mit dem maus-adaptierten
Prionen-Stamm RML sowohl innerhalb eines Mausstasnmés auch zwischen den

verschiedenen Stammen im Verlauf von Scrapie \@reii.

Zur Beurteilung der Vakuolisierung wurde je eineh(ehalfte der Mause mit Formalin
fixiert, in Paraffin eingebettet und nach Anfertnguvon histologischen Schnitten nach einer
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) beurteilie Auswertung erfolgte am Sagittal-
schnitt der Gehirnhalften und es wurden drei gBBeeiche des Gehirns beurteilt (Abb. 13,
siehe auch Kapitel 3.2.6.7).

HTh

Abbildung 13 : Schema eines Sagittalschnittes dualah Gehirn einer Mau€b = Cerebellum;Hs = Hirn-
stamm; Ce/Di = Cerebrum und Dienzephalon mit Cortex (Cx), Hipgropus (Hc), Corpus striatum (Cs),
Thalamus (Th) und Hypothalamus (HTh).

Bei alteren Mausen kommt es haufig zur Ausbildung TSE-unspezifischen Vakuolen im
Gehirn, sogenannten Altersvakuolen (Abb. 14 A).sBisind nicht durch eine TSE verur-
sacht. Sie sind im Gegensatz zu TSE-spezifischdu@an, die sich eher kreisrund darstel-
len, oval und unregelmaliger angeordnet. Im Klemkiner nicht-behandelten CD-1-Maus
konnten Altersvakuolen nach 310 Tagen nachgewieseden. Nach 500 Tagen wiesen auch
der Hirnstamm und der Bereich des Cerebrums/Didradeps diese Art der Vakuolen auf. In
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den Gehirnen der C57/Bl6-Mause zeigten sich ersh i@l7 Tagen Altersvakuolen, die
jedoch ausschlief3lich im Kleinhirn lokalisiert wareln den untersuchten tga20-Gehirnen
fanden sich, ahnlich wie bei den CD-1-Mausen, rgih Tagen die ersten Altersvakuolen im

Kleinhirn. Nach 455 dpi waren diese auch im Berelel Hirnstammes nachweisbar.

In einigen Fallen wiesen auch jingere, nicht-inakte, klinisch unauffallige Kontrolltiere
(z.B. eine CD-1-Maus nach 92 Tagen bzw. eine tgda0s nach 90 Tagen) einzelne kleine,
ebenfalls kreisrunde Vakuolen in einer LokalisationGehirnschnitt auf (Abb. 14 B und C).

Diese vereinzelt auftretenden Vakuolen sind inrggar Anzahl in Gehirnen von Haustieren
beschrieben worden und werden als Zufallsbefunchtletet (Sullivan 1985). Sie sind nicht

TSE-spezifisch.

Abbildung 14: A: Altersvakuolen im Kleinhirn ein@icht-inokulierten, gesunden CD-1-Maus nach 500ehag
(VergrofRerung: 20x). B + C: TSE-unspezifische Va&oadn der Colliculi-Region. B: Nicht-inokuliert&linisch
unaufféllige CD-1-Maus nach 92 Tagen (VergroReryix); C: Nicht-inokulierte, klinisch unauffalliggga20-
Maus nach 90 Tagen (VergréRerung: 40x).

4.2.1 Intrazerebrale Inokulation (ic-Inokulation)

Bei klinisch unaufféalligen Tieren aller drei untechten Mausstdamme (praklinisches Stadium)
konnten zu den beiden frihesten Zeitwerten (Tabkethe TSE-spezifischen Vakuolen
nachgewiesen werden (1. Zw: Ergebnisse nicht gez2igw: Siehe Kapitel 4.4.1.1, Tab. 19,
Abb. 37). Zum Zeitpunkt der dritten praklinischerolenentnahme (Tab. 2) waren jedoch in
den Gehirnen der beiden Wildtyp-Mausstamme berkeés allen ausgewerteten Tieren
deutliche Vakuolen in den untersuchten Regionen@esirns erkennbar (Tab. 10). Dabei
wiesen CD-1-M&ause mit einem Vakuolisierungsgrad &dns 4 vor allem im Kleinhirn und
im Bereich des Hirnstammes eine starkere Vakuolieg auf als die Gehirne der C57/BI6-
Mause (Grad 1 bis 2) (Abb. 15 A und B), bei denas Kleinhirn zu diesem friihen Zeitpunkt
der Erkrankung noch nicht betroffen war (Tab. 1Dje Gehirne der tga20-Mause, die zu
diesem Zeitwert entnommen worden waren, konntegranél eines technischen Fehlers bei

der Einbettung in der Histologie nicht ausgewestetden.
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Mit beginnenden klinischen Symptomeeigten, wie auch im praklinischen Stadium, die CD-
1-Mause die am starksten ausgeprégten Lasioneneid@m Vakuolisierungsgrad von 4

waren die Bereiche des Kleinhirns und des Hirnstamm@am starksten betroffen (Tab. 10,
Abb. 15 D). Dort zeigten sich sehr groRe Vakuotéa,zum Teil ineinander Ubergingen. Dies
entsprach bereits dem Grad der Vakuolisierung,sadr spater auch bei CD-1-Mausen mit
ausgepragten Krankheitssymptomen zeigen sollte. (T@pAbb. 15 G). Im Vergleich dazu

waren die Gehirne von C57/Bl6-Mausen auch zu BedemErkrankung insgesamt geringer
vakuolisiert (Grad 1 bis 3) (Tab. 10, Abb. 15 E)mAdeutlichsten zeigte sich dieser
Unterschied im Bereich des Kleinhirns, in dem nar &@inem der drei ausgewerteten Tiere

gering- bis mittelgradig ausgebildete Vakuolen meamkbar waren (Tab. 10).

In der Gruppe der tga20-Mause wiesen im Gegensatier beiden Wildtyp-Mausstammen
nicht alle Tiere spongiforme Lasionen im Gehirn @db. 10). Es konnte lediglich bei zwei
von vier Tieren eine geringgradige VakuolisierungBereich des Cerebrums/Dienzephalons
und zusatzlich bei einem dieser Tiere gering- bigtetgradig ausgepragte Lasionen im
Hirnstamm nachgewiesen werden (Tab. 10, Abb. 15 F).

Auch im spaten klinischen Stadium von Scrabpestéatigten sich die zuvor beschriebenen
Befunde. Obwohl jetzt auch alle transgenen Mausagforme Veranderungen aufwiesen,
waren die Gehirne beider Wildtyp-Mausstamme weitedeutlich starker vakuolisiert (Tab.
10, Abb. 15 G bis I). Dies zeigte sich insbesonderdBereich des Kleinhirns, der lediglich
bei einer von funf tga20-Mausen gering- bis mittattig ausgepragte Lasionen aufwies (Tab.
10). Innerhalb der Wildtyp-Mausstamme zeigten diehi@schnitte der C57/BlI6-Mause
erneut eine insgesamt etwas schwéchere Vakuolgjeals die Gehirne der CD-1-Mause.
Eine hochgradige Vakuolisierung konnte in keiner detersuchten Proben der C57/BI6-
Mause nachgewiesen werden. Allerdings zeigten rugh alle untersuchten Tiere dieses

Mausstammes deutliche Veranderungen im BereiciCdesbellums.

Insgesamt zeigten also die Gehirne beider Wildtygibstdmme Uber den gesamten Beob-
achtungszeitraum eine starkere Vakuolisierung i@sldr tga20-Mause. Innerhalb der Wild-
typ-Mausstamme wiederum waren die Gehirne der QWalise etwas starker vakuolisiert als
die der C57/Bl6-Mause. Bezuglich der verschieddRegionen war das Cerebellum nur bei
den CD-1-Mausen bereits praklinisch und mit Einsetder klinischen Symptome hochgradig
betroffen. Im Bereich des Cerebrums/Dienzephalomsigvbei allen Mausstammen wahrend
des gesamten Krankheitsverlaufs ein Vakuolisiergragbvon 2 nicht Uberschritten.
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CDh-1 C57/Bl6 tga20

praklinisches Stadium:
3. Zw

friihes klinisches
Stadium:

spates klinisches
Stadium:

Abbildung 15: Vakuolisierung der Gehirne der dreaddstamme (CD-1, C57/BI6 und tga20) in den untézdeh
lichen Krankheitsstadien nach ic-Inokulation (HE4ting, Hirnstamm, VergroZerung: 20x). A: 90 dpiierT3;
B: 93 dpi — Tier 4; D: 121 dpi — Tier 4; E: 97 dpiTier 2; F: 48 dpi — Tier 2: G: 142 dpi — Tiert3; 158 dpi —
Tier 4; 1: 57 dpi — Tier 2.

4.2.2 Intraperitoneale Inokulation (ip-Inokulation)

Nach intraperitonealer Verabreichung von RML korinteGehirn einer der vier CD-1-Mause

des zweiten Zeitwertes bereits préklinisch im Hansm eine gering- bis mittelgradige

Vakuolisierung nachgewiesen werden (91 dpi - Tierll2 den Proben der beiden anderen
Mausstamme waren, wie auch nach ic-Inokulationgdem beiden frihesten Zeitpunkten des
préklinischen Stadiums keine TSE-spezifischen Vékudeststellbar (1. Zw: Ergebnisse

nicht gezeigt; 2. Zw: Siehe Kapitel 4.4.2.1, Tab, 2bb. 43). Ab dem dritten praklinischen

Zeitwert ergab sich fur die CD-1-Mause ein ahnlghestologisches Bild wie nach ic-

Inokulation. Cerebellum und Hirnstamm waren mit Vaksierungsgraden von 3 bzw. 4 am
deutlichsten betroffen (Tab. 11, Abb. 16 A) und gastérker vakuolisiert als die Gehirne der
C57/Bl6-Méause, bei denen jedoch im Gegensatz zmokdlation hier bereits préklinisch das

Kleinhirn teilweise mitbetroffen war (Tab. 11, Abb6 B). In den Gehirnen der tga20-Mause
waren zu allen praklinischen Zeitwerten wiederuminé&e TSE-spezifischen Vakuolen

nachweisbar (Tab. 11, Abb. 16 C).
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Im weiteren Verlauf waren mit einsetzenden Symptonmeden Gehirnen der tga20-Mause
bis auf eine Ausnahme, die eine gering- bis mitselgge Auspragung von Lasionen im Hirn-
stamm zeigte, ebenfalls keine TSE-spezifischen vigkunachweisbar (Tab. 11, Abb. 16 F).
Wiederum wiesen die Gehirne aller Wildtyp-Mauseatgmn spongiforme Lasionen in allen
untersuchten Bereichen des Gehirns auf (Tab. 1b, AB). Die Gehirne der CD-1-Mause
waren in Cerebellum und Hirnstamm mit teilweise higradiger Ausbildung von Vakuolen
wieder etwas starker vakuolisiert als die Gehirae@57/Bl6-Mause, bei denen im Vergleich
zu den ic-inokulierten C57/BI6-Tieren das Kleinhjgdoch haufiger und starker betroffen
war (Tab. 11).

In den Gehirnen kranker Wildtyp-Mause im spaterdiota von Scrapie waren bezuglich der
Lokalisation und des Vakuolisierungsgrades keirfeahenden Unterschiede zur ic-Inokula-
tion erkennbar (Tab. 10 und 11). Die starksten dr@sm zeigten sich erneut im Kleinhirn
sowie im Bereich des Hirnstammes, wahrend die Regiodes Cerebrums/Dienzephalons
zwar ebenfalls immer, jedoch weniger stark, mithi&n waren. Die Gehirne der tga20-
Mause waren im Vergleich zu ic-inokulierten Tierdieses Mausstammes insgesamt etwas
schwacher vakuolisiert. Dies zeigte sich vor aliemCerebellum und in den Bereichen des
Cerebrums/Dienzephalons, in denen bei keinem bawbei einem der vier Tiere geringgra-

dige spongiforme Lasionen nachweisbar waren (TapAhb. 16).

Wie bereits nach ic-Inokulation waren auch naclngkulation nur bei den beiden Wildtyp-
Mausstammen in einem praklinischen Stadium von ger&/akuolen nachweisbar. Die
Gehirne der transgenen Mause wiesen auch nactolpdltion eine schwachere Vakuolisie-
rung des Gehirns auf als die beiden Wildtyp-Mausst& und auch als ic- inokulierte tga20-
Mause (Tab. 10 und 11).
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CD-1 C57/Bl6 tga20

préklinisches Stadium:
3. Zw

frihes klinisches
Stadium:

spates klinisches
Stadium:

Abbildung 16 : Vakuolisierung der Gehirne der dkausstimme (CD-1, C57/BI6 und tga20) in den unter-
schiedlichen Krankheitsstadien nach ip-Inokulatiblie-Farbung, Kleinhirn, VergroRerung: 20x). A: 1égi —
Tier 3; B: 162 dpi — Tier 4; C: 62 dpi — Tier 2; D75 dpi — Tier 2; E: 182 dpi — Tier 4; F: 77 dptier 4; G:
224 dpi — Tier 4; H: 204 dpi — Tier 3; I: 80 dpi+er 1.
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4.2.3 Orale Inokulation

Nach oraler Inokulation konnten im préklinischeadtam in den Gehirnen sowohl der CD-1-
als auch der tga20-Mause keine TSE-spezifischem®ak nachgewiesen werden (Ergebnis-
se nicht gezeigt). Im Gehirn einer C57/Bl6-Maug dach 212 dpi (Tier 2) ohne klinische

Symptome getdtet wurde, zeigten sich jedoch détli€SE-typische Vakuolen in allen

untersuchten Regionen. Dabei waren die Lokalisatrmhder Grad der Lasionen vergleichbar
mit den praklinischen Veranderungen der C57/Bl6-8#0nach ip-Inokulation (Tab. 11 und

Kapitel 4.4.3.1, Abb. 48).

Mit beginnenden klinischen Symptomen nach oraldoeGsowohl von 1%igem als auch von
10%igem Gehirnhomogenat zeigten die Gehirne deld@Hdtyp-Méause ein vergleichbares
histologisches Bild wie nach ic- und ip-Inokulatifrab. 12). Alle untersuchten Gehirnregio-
nen waren bereits ahnlich stark betroffen wie iratep klinischen Stadium der Erkrankung.
Hirnstamm und Cerebellum zeigten erneut die dehdten Lasionen. Fir die Beurteilung der
Vakuolisierung in den Gehirnen der C57/BlI6-Méausandtfir dieses klinische Stadium nur
ein Tier zur Verfigung. Die Veranderungen warerglechbar mit denen nach ip-Inokula-
tion (Tab. 12, Abb. 17 B).

Im Gegensatz zu den beiden Wildtyp-Mausstammenmaiee Gehirne der tga20-Méause wie
nach den beiden vorangegangenen Inokulationsroatezh nach oraler Infektion mit
Einsetzen der Symptome schwécher vakuolisiert (I8b.Abb 17 C). Dies zeigte sich vor
allem im Kleinhirn und in den Regionen des Cerelmiidienzephalons, die bis auf eine
Ausnahme keine spongiformen Lasionen aufwiesenefmdls nach ic- und ip-Inokulation
waren jedoch bei allen ausgewerteten Tieren, imstoEse im Hirnstamm, TSE-spezifische

Vakuolen nachweisbar (Tab. 12).

Im weiteren Krankheitsverlauf zeigten die Gehirner dVildtyp-Méause ebenfalls keine
deutlichen Unterschiede bezuglich der Lokalisatiomd des Grades der ausgebildeten
Lasionen verglichen mit ic- und ip-Inokulation (Td2, Abb. 17 D und E; Abb. 18 A und C).
Es bestétigte sich, dass die Gehirne der tga20-&destlich geringer vakuolisiert waren als
die Gehirne der beiden Wildtyp-Mausstamme (TabAldh. 17 D bis F, Abb. 18 A bis D).
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77
friihes klinisches Stadium spatddinisches Stadium

dpi - Tier Nr. Gehimregion dpi - Tier Nr. Gehimregion

cb | Hs | ce/mi cb | Hs | cesmi
Mausstamm: CD-1
210 - Tier 1 (1%) +++ ++++ ++ 237 - Tier 1 (1%) +++ +++ ++
" -Tier2 " +++ +++ ++ 257 -€ri1 " ++++ ++++ ++
" -Tier3 +++ +++ ++ 210 - Tier 1Q%) ++++ ++++ ++
' -Tier4 ++++ ++++ ++ 22 ier 2 +++ ++++ ++

175 - Tier 1 (10%) ++++ ++++ + 235eflB +++ +++ ++

188 - Tier 2 ++++ ++++ ++ 26Tier 4 ++++ ++++ ++

200 - Tier 3 ++++ ++++ ++

215 - Tier 4 +++ ++++ ++

Kontrolle 190 - Tier 1 - - -
Kontrolle 190 - Tier 2 - - - Kontrolle 210 - Tier 1 .a n.a. n.a.
Kontrolle 210 - Tier 1 n.a. n.a. n.a. Kontrolle 210erT2 n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 210 - Tier 2 n.a. n.a. n.a. Kontrolle 237ierTL n.a. n.a. n.a.
Mausstamm:
262 - Tier 1 (1%) +++ +++ ++ 226 - Tier 1 (1%) +++ +++ ++
252 - Tier 1 +++ +++ ++
268 - Tier 1 +++ +++ ++
Kontrolle 226 - Tier 1 - - -
Kontrolle 262 - Tier 2 - - - Kontrolle 262 - Tier 2 - - - -
Kontrolle 262 - Tier 2 - - - Kontrolle 262 - Tier 2 - - - -
Mausstamm:
142 - Tier 1 (1%) - ++ -- 139 - Tier 1 (1%) + ++ -

153 - Tier 2 - + + 145 - Tier 2 - ++ -

75 - Tier 1 (10%) -- ++ -- 95 - Tier100o) + ++ -k
140 - Tier 2 - ++ -- 109ieT 2 -- ++ -
145 - Tier 3 - ++ -- 137ieT3 -- ++ +

Kontrolle 76 - Tier 1 n.a. -- -

Kontrolle 76 - Tier 2 - - - Kontrolle 90 - Tidr - - -
Kontrolle 142 - Tier 1 - - - Kontrolle 90 - Tier 2 - - -
Kontrolle 153 - Tier 2 - - - Kontrolle 142 - Tier 1 - - - -

Tabelle 12: Vakuolisierung der einzelnen Tiere dei Mausstamme (CD-1, C57/BI6 und tga20) in desi dr
beurteilten Gehirnregionen nach oraler Inokulationfriihen und spéaten klinischen Krankheitsstadilmpi =
Tage nach Inokulation; Nr. = Nummer; * = Lokaligatibegrenzt auswertbar.
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CD-1 C57/Bl6 tga20

frihes klinisches
Stadium:

spates klinisches
Stadium:

Abbildung 17: Vakuolisierung der Gehirne der dreaddstamme (CD-1, C57/BI6 und tga20) im frihen und
spaten klinischen Stadium von Scrapie nach oralekulation mit 1%igem Gehirnhomogenat (HE-Farbung,
Cortex, VergroRerung: 40x). A: 210 dpi — Tier 3; 282 dpi — Tier 1; C: 142 dpi — Tier 1; D: 237 dpTier 1;

E: 252 dpi — Tier 1; F: 145 dpi — Tier 2.

CD-1 tga20

spates klinisches Stadium:

Abbildung 18: Vakuolisierung der Gehirne von CD4nd tga20-Mausen im spaten klinischen Krankheits-
stadiumnach oraler Inokulation mit 10%igem GehirnhomogeRatind B: Hirnstamm (VergroRerung: 20x). C
und D: Cerebellum (VergroRerung: 20x). A und C: 28p0— Tier 2; B und D: 109 dpi — Tier 2.
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4.2.4 Zusammenfassung

Bei allen drei Inokulationsrouten waren die Gehidee tga20-Mause wéahrend des gesamten
Krankheitsverlaufs bei gleicher Auspragung derikthen Symptome schwécher vakuolisiert
als die der beiden Wildtyp-Mausstamme.

Innerhalb der beiden Wildtyp-Mausstamme zeigtereddle Gehirne der CD-1-Mause etwas
starker ausgebildete Vakuolen als die Gehirne def/Bl6-Mause. Das Kleinhirn und der
Hirnstamm wiesen jeweils die starksten Verandernrad. Innerhalb des CD-1-Mausstam-
mes konnten keine Unterschiede zwischen den vedehen Inokulationswegen bezlglich
der Lokalisation und der Starke der Lasionen fes&die werden. Dagegen waren die Gehirne
der C57/BI6-Mause nach ip- und oraler Inokulatinorden Regionen des Kleinhirns und des
Hirnstammes mit Einsetzen der ersten Symptome ettéaker betroffen als nach ic-Inokula-
tion. Bei beiden Wildtyp-Mausstdmmen war bereitdkpnisch eine deutliche Ausbildung

von Vakuolen erkennbar.

Im Gegensatz dazu traten spongiforme LasionennnGihirnen der tga20-Mause nach allen
drei Inokulationswegen erst mit Einsetzen der kbhen Symptome auf. Es zeigte sich
aulRerdem, dass bei Tieren im spaten klinischen KRetsstadium nur im Bereich des
Hirnstammes regelmalig TSE-spezifische Vakuolerhwaisbar waren, wahrend in den
Gehirnen der Wildtyp-Mause alle drei Bereiche ntitbkben waren. Beziglich der
verschiedenen Inokulationsrouten waren nach detebeeripheren Wegen die Regionen des
Cerebrums/Dienzephalons seltener und schwachafiegtials nach ic-Inokulation.

Eine vergleichende Darstellung der Ausbildung v@EIspezifischen Vakuolen im Gehirn
zeigen die folgenden ,Gehirnkarten” von Tieren dexi Mausstamme im spaten klinischen
Stadium von Scrapie (Abb. 19 A bis C).
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Abbildung 19: ,Gehirnkarten® drei Mausstamme: (CD-1; B: C57/BI6; C: tga20) im spaten klinischen Krank-
heitsstadium: Vakuolisierungsgrade in den drei nsotehten Gehirnregionen: Viereck = ic-Inoklulation:
7 = negativ/fraglich;m = Grad 1;mm = Grad 2;mmm = Grad 3,smmm = Grad 4. Kreis = ip-inokulation:
@ = negativ/fragliche = Grad 1;ee = Grad 2;eee = Grad 3;eeee = Grad 4. Dreieck = orale Inokulation:
X = negativ/fraglich;A= Grad 1;A A= Grad 2;A A A= Grad 3;A A A A= Grad 4 ; Anzahl der Tiere jeweils
in Klammern angegeben.
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4.3 Beurteilung der Astrozytose

Im Gehirn finden sich neben Nervenzellen mehreterAvon Gliazellen. Die groldte Gruppe
der Gliazellen bilden die Astrozyten oder SterrezellSie besitzen zahlreiche, radiar vom
Zellkorper verlaufende Fortsatze und erfillen gtegdnde Funktionen beim Schutz und
Stoffwechsel des zentralen Nervensystems. So sokganzyten fur die Aufrechterhaltung
des Kalium-Haushaltes und bilden mit ihren Foresdt&srenzmembranen zur Gehirnober-
flache und zu den Blutgefal3en. Sie sind somit arcller Bildung der Blut-Hirn-Schranke
beteiligt. Als Marker fur Astrozyten dient das Inteediarfilament Glial Acidic Fibrillary
Protein (GFAP).

Eine krankhafte Vermehrung der Astrozyten wirdAdsrozytose bezeichnet. Die Ausbildung
einer Astrozytose im Gehirn ist ein unspezifiscladrer regelmafiger Befund bei Transmis-
siblen Spongiformen Enzephalopathien. Sie zeidt giceiner Erhohung der Zellzahl und in
einer GrolRenzunahme der einzelnen Astrozyten. Demethend ist auch die Bildung des
GFAP verstarkt. Die Menge des im Gehirn exprimiei@AP wurde in dieser Arbeit mittels
Immunhistochemie (IHC) sowie RT-PCR und NortherotBybridisierung quantifiziert und
die Ausbildung einer Astrozytose nach den drei idakonswegen (intrazerebral, intraperito-
neal und oral) sowohl innerhalb eines Mausstamngesuch zwischen den verschiedenen
Mausstammen (CD-1, C57/BI6 und tga20) im Verlaui @zrapie verglichen.

Fur die immunhistochemische Untersuchung wurdeane &ehirnhalfte mit Formalin fixiert
und in Paraffin eingebettet. Der immunhistochemesblachweis der Astrozyten wurde am
Sagittalschnitt der Gehirne mittels eines Priméat#&rpers gegen das Glial Acidic Fibrillary
Protein (GFAP) durchgefuihrt. Nach Bindung eines oRidase-gekoppelten Sekundar-
Antikorpers erfolgte die Markierung mit dem SubstBiaminobenzidin (DAB). GFAP-
positiv markierte Astrozyten stellten sich dunkallom dar.

Die zweite Gehirnhélfte wurde in RNAlater fixieEin kleines kraniales Stuck dieser Gehirn-
halfte wurde fur die Western Blot Analyse zurlckdlédm. Aus dem ubrigen Gehirn wurde
die Gesamtzell-RNA isoliert. Mittels semi-quaniikat RT-PCR und Northern Blothybridi-
sierung wurde die GFAP-Genexpression beurteilt.

Als Vergleichs-Gen (,housekeeping“-Gen) diente gr #CR Analyse die Expression von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)Emzym der Glykolyse. Es wird,
ahnlich wiep-Aktin, als Vergleichswert eingesetzt, da seine reégpion in der Zelle relativ

konstant ist. Von den einzelnen Proben wurden dahRT-PCR erhaltenen Signalintensita-
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ten der GFAP- und GAPDH-RNA densitometrisch vermapssind das GFAP/GAPDH-
Verhaltnis berechnet.

Zur Bestatigung der Ergebnisse der PCR wurden auide RNAs zusatzlich nach
gelelektrophoretischer Auftrennung mittels NorthBtathybridisierung getestet. Da nach den
Ergebnissen der IHC und PCR Analyse beide Wildtygibstdmme &hnliche Verlaufe der
Erkrankung nach den verschiedenen Inokulationewiasén, wurden nach ic- und ip-Inoku-
lation fur die Untersuchungen mittels Northern Bidiridisierung stellvertretend fur beide
Wildtyp-Mausstamme nur RNAs von den Gehirnen derlCMause mit denen der transge-
nen tga20-Méause verglichen. Aufgrund der geringamahl erkrankter Tiere nach oraler Ino-
kulation wurden zur Beurteilung dieses Inokulatisaeges allerdings neben CD-1- teilweise
auch C57/Bl6-Méause ausgewertet. Nach densitomb&is&\usmessung der Signale und
Vergleich der Signalstarken der GFAP-spezifisch&NA mit der 18S rRNA als RNA-Stan-
dard wurde das GFAP/18S-Verhaltnis berechnet. B® (RNA dient, ebenso wig-Aktin
und GAPDH, als Vergleichswert, da ihre Expressiorder Zelle auch in den unterschied-
lichsten Versuchsbedingungen nur eine sehr geNaganz zeigt.

In der immunhistochemischen Untersuchung wurdertlgdi® Kontrolltiere ausgewertet. Es
ergaben sich keine Unterschiede zwischen unbehand®lausen und den Tieren, die mit
Gehirnhomongenat von gesunden Mausen intrazereiklliert wurden. In der RT-PCR

und Northern Blot Analyse kamen einzelne Kontretki zur Auswertung. Auch hier waren
keine Unterschiede zwischen den beiden Kontrollgemp feststellbar. Insgesamt wurden
mittels PCR vierunddrei3ig Gehirne von Kontrollieruntersucht. Die Analyse ergab bei
allen Tieren ein GFAP/GAPDH-Verhéltnis van 1,0 (Ergebnisse nicht gezeigt). In den
Gehirnen der CD-1-Mause wurde ein Mittelwert derABFGAPDH Ratio von 0,92 gemes-
sen. Der Mittelwert der Kontroll-Gehirne von C5®8BWausen lag bei 0,94 und von tga20-
Mausen bei 1,0. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde &FAP/GAPDH Ratio von > 1,0 als
eine erhohte GFAP-Transkription gewertet.

4.3.1 Intrazerebrale Inokulation (ic-Inokulation)

4.3.1.1 Immunhistochemie (IHC)

Im praklinischen Stadium von Scrapie ergab sicdan Gruppen des ersten Zeitwertes kein
Hinweis auf eine Astrozytose (Ergebnisse nicht mgfeIm weiteren Verlauf dieses

Krankheitsstadiums konnte zunachst bei einzelnegremi aller drei Mausstamme eine
geringgradige Aktivierung der Astrozyten im Gehimachgewiesen werden bis schlie3lich

zum dritten praklinischen Zeitwert alle Tiere deiden Wildtyp-Mausstdmme eine deutlich
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erhohte Astrozytenzahl aufwiesen (Tab. 13, Abb. Zigbei war die Astrozytose bei den
C57/Bl6-Méausen (Mw 2 der inokulierten Tiere = 12w 2 der Kontrolltiere = 5,4) weniger
stark ausgebildet als in den Gehirnen der CD-1-Madg mit einem Mw 2 von 19,9 im
Vergleich zu einem Mw 2 von 6,8 bei den Kontroligie bereits préklinisch eine ahnlich stark
ausgebildete Astrozytose aufwiesen wie im spatemskhen Krankheitsstadium (Mw 2 =
20,4) (Tab. 13, Abb. 20). Wie bei der Beurteilurgy &/akuolisierung bereits beschrieben,
konnten die histologischen Proben des dritten priskhen Zeitwertes von tga20-M&usen

aufgrund einer fehlerhaften Einbettung nicht ausayést werden.

Mit dem Einsetzen der ersten Scrapie-spezifischenpfmezeigten sich, wie bereits beim

dritten Zeitwert des praklinischen Stadiums, inemlluntersuchten Gehirnen der beiden
Wildtyp-Mausstamme deutlich erhdhte Astrozytenzah(€ab. 13, Abb. 20). Im Gegensatz
dazu war bei den tga20-M&ausen nur in drei der wuietersuchten Gehirne eine leichte
Astrozyten-Aktivierung erkennbar (Tab. 13). Der fditvert lag somit nur geringgradig Uber

dem Wert der Kontrolltiere (Abb. 20).

Im spaten klinischen Krankheitsstadium war schigs3duch in allen untersuchten Gehirnen
der tga20-Mause eine deutliche Erhéhung der Asteozahl erkennbar. Mit einem Mw 2
von 13 lag diese jedoch deutlich unter den Werembeiden Wildtyp-Mausstamme, die mit
Mittelwerten von 20,4 (CD-1) und 19,2 (C57/BI6) rktaausgebildete Astrozytosen in den
Gehirnen aufwiesen (Tab. 13, Abb. 20). Nach intrelzealer Inokulation konnte also im
spaten Stadium von Scrapie bei den Tieren allei Mausstamme eine Astrozytose
beobachtet werden (Tab. 13, Abb. 20 und 21). DiedBRung der Astrozytenzahl in den
Gehirnen der tga20-Mause war dabei allerdings viksemiedriger als in den Gehirnen der
beiden Wildtyp-Mausstamme.
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Abbildung 20: Mittelwerte Mw 2 der gezéhlten Astyten in den Gehirnen der verschiedenen Mausstamme
(CD-1, C57/BI6 und tga20) nach ic-Inokulation. Dugezogene Linien = inokulierte Tiere; gestrichéltgen =
Kontrolltiere; rot = CD-1-Mause; blau = C57/BI6-Ms) griin = tga20-Mause. Zw = Zeitwert.

CD-1 C57/BI6 tga20

Kontrollen:

spéates klinisches
Stadium:

Abbildung 21: Immunhistochemischer Nachweis des BR# Bereich des Hirnstammes nach ic-Inokulation
(VergrofRerung: 40x). A—C = Kontrolltiere. D-F = Téeim spaten klinischen Krankheitsstadium (D: 149 -€
Tier 4; E: 158 dpi — Tier 4; F: 62 dpi — Tier 5).

43.1.2 RT-PCR

Analog zu dem Ergebnis der immunhistochemischeretdnthung konnte zum frihesten
Zeitwert des préaklinischen Stadiums keine erhohtan3kription des GFAP-Gens in den
untersuchten Gehirnen beobachtet werden (CD-1:bBigee nicht gezeigt; C57/BI6- und
tga20-Méause: Abb. 22 und 23). Bereits zum zweiteitwiert dieses Stadiums wies jeweils

ein Tier der beiden Wildtyp-Mausstdmme eine vek$taGFAP-Genexpression im Gehirn
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auf (Tab. 14). In der Gruppe der CD-1-Mause haerde#t sich jedoch nicht um eines der
Tiere, das auch in der immunhistochemischen Maukigreine leichte Erhéhung der
Astrozytenzahl zeigte (Tab. 13 und 14). Die untelngen Gehirne in der Gruppe der tga20-
Mause wiesen keinen Anstieg des GFAP/GAPDH-mRNAR##nisses zu diesem Zeitpunkt
auf (Tab. 14, Abb. 23). Insgesamt wurde zu dieselativ frihen Zeitpunkt sowohl in der
immunhistochemischen Auswertung als auch mittel® PQalyse nur bei einzelnen Tieren
der drei Mausstamme eine geringe Zunahme der Ag&wozahl bzw. eine geringgradig
verstarkte Transkription von GFAP nachgewiesen.dDakaren die Ergebnisse der beiden

Nachweismethoden nicht in allen Fallen einheitlich.

Fur den dritten préklinischen Zeitwert wurden diggdbnisse der immunhistochemischen
Auswertung der Wildtyp-Mause mittels RT-PCR besgtétin allen untersuchten Wildtyp-
Gehirnen wurde eine Zunahme der GFAP-Transkripg@messen (Tab. 14, Abb. 22).
Bezuglich der transgenen tga20-Mause konnten nsite éfrgebnisse fir diesen Zeitwert
gezeigt werden. Lediglich das Gehirn eines derweersuchten Tiere (41 — Tier 3) wies eine
erhohte GFAP-Transkription auf. Es zeigte sich $dmine erhohte Expression des Proteins

fur die Gruppe dieses Zeitwertes insgesamt (TapAlB. 23).

Im weiteren Verlauf ging mit Einsetzen der ersteéBEIspezifischen Symptome bei allen
Wildtyp-Mausen die mittels Immunhistochemie nachgsene Astrozytose mit einer
deutlichen Erhdhung der GFAP-Genexpression einhab.(14, Abb. 22). Die Gehirne der
CD-1-Mause wiesen mit einem Mittelwert von 1,44 eeistarkere Induktion der GFAP-
Genexpression auf als die Gehirne der C57/Bl6-MdMigtelwert: 1,27). Fur die tga20-

Mause ergab sich bei keinem der vier Tiere ein8ldehGFAP-Genexpression (Tab. 14, Abb.
23). Die bei einzelnen Tieren dieser Gruppe nachegame geringgradige Erhdhung der
Astrozytenzahl konnte demnach nicht bestatigt werdsuch hier zeigte sich, dass der
Nachweis des Proteins und die Analyse der Genesipresn Fall einer deutlichen Erhéhung
der GFAP-Transkription einheitliche Ergebnissedraf wahrend sich bei geringgradigen
Veranderungen abweichende Resultate mit den vexsshén Methoden ergaben.

Im spaten klinischen Stadium von Scrapie bestitigieh die Ergebnisse der immunhisto-
chemischen Untersuchung auch nach der RT-PCR Amdiysalle drei Mausstamme. Alle
ausgewerteten Proben wiesen einen Anstieg der GEé&iexpression auf (Tab. 14, Abb. 22
und 23). Eine Ausnahme bildete eine tga20-Maus-(Bier 3), bei der die erhdhte Astro-
zytenzahl nicht mit einem Anstieg der GFAP-Genesggpien korrelierte. Die errechneten
Mittelwerte zeigten einen deutlichen Anstieg derABFTranskription (CD-1: 1,24; C57/BI6:
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1,45; tga20: 1,26; Tab. 14), der sich auch in esignifikanten Erhdhung der Astrozyten-
zahlen darstellte (Tab. 13, Abb. 20 und 21).

Beim direkten Vergleich von CD-1 und tga20-Mauseigte sich hingegen keine Uberein-
stimmung der Ergebnisse der RT-RCR und der IHCfamap als dass beide Mausstdmme
eine vergleichbare GFAP-Transkription aufwieserhngad sich nach immunhistochemischer
Auswertung deutlich niedrigere Astrozytenzahlen dig transgenen Tiere im Vergleich zu

den CD-1-Mé&usen ergaben.
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Krankheitsstadium: praklinisches klinisches préklinisches klinisches
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Abbildung 22: RT-PCR der RNA aus den Gehirnen v&7/Bl6-Mausen nach ic-Inokulation. Zw = Zeitwert;
K = Kontrollen; bp = Basenpaare; T = Tier.
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Abbildung 23: RT-PCR der RNA aus den Gehirnen vga20-Mausen nach ic-Inokulation. Zw = Zeitwert,
K = Kontrollen; bp = Basenpaare; T = Tier.
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4.3.1.3 Northern Blothybridisierung

Ausgewahlte RNA-Proben wurden zusatzlich mittelsrthern Blothybridisierung zur
Bestatigung der vorangegangen Ergebnisse getesezbei wurden, wie oben beschrieben,
nach ic- und ip-Inokulation stellvertetend fur éeiden Wildtyp-Mausstamme einzelne Tiere

des CD-1-Stammes mit einzelnen Tieren des transgga@0-Stammes verglichen.

Auch in der Northern Blot Analyse zeigte sich, desden Gehirnen der CD-1-Mause bereits
bei klinisch gesunden Tieren eine verstarkte GFA&3kription im Vergleich zu den beiden
Kontrolltieren stattfand, die im weiteren Verlawdrderkrankung weiter anstieg (Abb. 24). Die
zuvor nachgewiesene geringgradige Erhéhung deroAgnzahl sowie der GFAP-

Transkription bei den CD-1-Tieren des zweiten prigthen Zeitwertes konnten mittels

Northern-Blothybridisierung nicht gezeigt werderbfA 24).

Die Ergebnisse des frihen und spaten klinischedi8tes wurden bestatigt. Alle untersuch-
ten RNA-Proben dieser Zeitwerte zeigten einen starknstieg der GFAP-Transkription im

Vergleich zu den Kontrolltieren an (Abb. 24).

Die Analyse ausgewahlter RNAs aus den Gehirnentgb20-Méause zeigte bei Tieren mit
ersten klinischen Symptomen einer Scrapie-Erkragkur bei einem von zwei Mausen eine
geringgradige Erhéhung der GFAP-Genexpression inglgeh zum Kontrolltier (Abb. 25).

Im spaten klinischen Krankheitsstadium konnte, wig den vorangegangenen Nachweis-
methoden, in allen untersuchten Mausen eine dhaetlinduktion der GFAP-Genexpression
beobachtet werden (Abb. 25), die jedoch schwachegepragt war als bei den Wildtyp-
Mausen (Abb. 35). Die in der immunhistochemischarietsuchung auffallige tga20-Maus
des préklinischen Stadiums (20 — Tier 2) zeigte exvedittels RT-PCR noch nach Northern
Blothybridisierung eine hochregulierte GFAP-Genesgsion im Gehirn. Auch hier zeigte
sich, dass die drei Nachweismethoden bei deutlidherdinderungen einheitliche Resultate
liefern, dass jedoch im Falle einer geringgradi6baten Astrozytenzahl bzw. GFAP-

Genexpression Abweichungen auftreten kénnen.
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A Krankheitsstadium: praklinisches klinisches
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Abbildung 24: Northern Blot Analyse der RNA aus dé&ehirnen von CD-1-M&ausen nach ic-Inokulation.
A: Northern Blothybridisierung. B: DensitometriewZ= Zeitwert; K = Kontrollen; T = Tier; dpi = Tageach
Inokulation.



4 Ergebnisse 92

A Krankheitsstadium: praklinisches klinisches
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Abbildung 25: Northern Blot Analyse der RNA aus déehirnen von tga20-Mausen nach ic-Inokulation.

A: Northern Blothybridisierung. B: DensitometriewZ= Zeitwert; K = Kontrollen; T = Tier; dpi = Tageach
Inokulation.
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4.3.2 Intraperitoneale Inokulation (ip-Inokulation)

4.3.2.1 Immunhistochemie (IHC)

Zu den beiden frihesten Zeitwerten von klinischufdligen Tierenwies eine der vier
untersuchten CD-1-Mause (91 — Tier 2) und eineuier tga20-Mause (41 — Tier 4) eine
geringgradige Astrozyten-Aktivierung im Gehirn guf Zw: Ergebnisse nicht gezeigt; 2. Zw:
Tab. 15). Alle anderen untersuchten Tiere zeigteinek veranderten Astrozytenzahlen
verglichen mit den gleichaltrigen Kontrolltieren.

Im weiteren Verlauf war, wie nach ic-Inokulatiom, den Gehirnen aller klinisch unauffalli-
gen Wildtyp-Mause eine deutliche Erhéhung der Astrenzahl zu beobachten, wahrend nur
zwei der vier ausgewerteten tga20-Méause eine ggnaige Aktivierung dieser Zellen
aufwiesen (62 — Tier 2 und 3). Somit war fur dieigre der tga20-Mause zu diesem Zeitwert
keine wesentlich erhdhte Astrozytenzahl insgesakenmbar (Tab. 15, Abb. 26).

In den Gehirnen von tga20-Mausen, die erste Aneeiginer Scrapie-Erkrankung aufwiesen,
konnte ebenfalls keine Astrozytose nachgewieserdever(Tab. 15, Abb. 26). Im spéaten
klinischen Krankheitsstadium zeigte sich nach demunhistochemischen Markierung des
GFAP nur bei einem der vier Tiere eine geringgratgphte Astrozytenzahl, obwohl in allen
Gehirnen dieser Tiere in der HE-Farbung vor allem Bereich des Hirnstammes TSE-
spezifische Vakuolen nachweisbar waren. Mit einem von 7,1 ergab sich somit kein
wesentlicher Anstieg der Astrozyten in der Tiergreilieses Krankheitsstadiums insgesamt
(Tab. 15, Abb. 26 und 27 C und F). Im Gegensataidaar bei allen Wildtyp-Mausen,
sowohl mit beginnenden Symptomen als auch im spiisischen Krankheitsstadium, eine
deutliche Zunahme der Astrozytenzahl und somit esterk ausgebildete Astrozytose
nachweisbar (Tab. 15, Abb. 26 und 27 A, B, D, Ee W/erte lagen mit einem Mw 2 von
20,4 bei den CD-1-Mausen und 19,3 bei den C57/B#&dén ahnlich hoch wie nach ic-
Inokulation. Wahrend also nach ic-Inokulation imatgm klinischen Stadium von Scrapie in
den Gehirnen aller drei Mausstamme eine Astrozyao$eat, zeigte sich nach ip-Inokulation
nur in den Gehirnen der Wildtyp-Méause eine deudigéistrozyten-Aktivierung.
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ip-Inokulation
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Abbildung 26: Mittelwerte Mw 2 der gezahlten Astyten in den Gehirnen der verschiedenen Mausstamme
(CD-1, C57/BI6 und tga20) nach ip-Inokulation. Dugezogene Linien = inokulierte Tiere; gestrichélt@en =
Kontrolltiere; rot = CD-1-Mause; blau = C57/BI6-M&ry griin = tga20-Mause. Zw = Zeitwert.

CD-1 C57/Bl6 tga20

Kontrollen:

spéates klinisches
Stadium:

Abbildung 27: Immunhistochemischer Nachweis des BkA Bereich des Cortex nach ip-Inokulation (Vergro
Berung: 40x). A-C = Kontrolltiere. D-F = terminabkke Tiere (D: 224 dpi — Tier 4; E: 212 dpi — TierF: 84
dpi — Tier 4).
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4.3.2.2 RT-PCR

Im praklinischen Stadium konnte zu den beiden fstdre Zeitwerten in keinem der Gehirne
der drei Mausstamme eine Zunahme der GFAP-Genesipnesachgewiesen werden (1. Zw:
Ergebnisse nicht gezeigt; 2. Zw.: Tab. 16). Vonr Ueder CD-1-Gruppe des 2. Zeitwertes,
das in der immunhistochemischen Auswertung einmggradige Erhéhung der Astrozyten-
zahl aufwies, stand fur die PCR und Northern Bloiakse keine RNA zur Verfigung. Im
weiteren Verlauf des praklinischen Stadiums konrden Ergebnisse der immunhistoche-
mischen Untersuchung bestatigt werden. Alle untdrsmn Gehirne der beiden Wildtyp-
Mausstamme wiesen eine GFAP/GAPDH Ratio deutlicér tbauf (Mittelwert der CD-1-

Mause: 1,34; Mittelwert der C57/BI6-Méause: 1,24pl0T 16, Abb. 28 A), wahrend in den
Gehirnen der vier tga20-Mause nur Tier 3 eine ggmadig erhdhte Transkription von GFAP
zeigte und sich somit keine erhohte GFAP/GAPDH drfilr diese Gruppe ergab (Tab. 16).

Auch in den anschlieenden klinischen Krankheitista konnte bei allen ausgewerteten
Wildtyp-Mausen eine deutliche Steigerung der GFA¢h€pression beobachtet und somit
die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuycbestétigt werden (Tab. 16, Abb. 28
A). Auch beziglich der transgenen tga20-Mause eamh eine ahnliche Tendenz wie zuvor
in der immunhistochemischen Auswertung. In der grigppe, die erste Symptome fur eine
Scrapie-Erkrankung aufwies, konnte kein Anstieg @&tAP-Transkription nachgewiesen
werden (Tab. 16).
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Abbildung 28: A: RT-PCR der RNA aus den Gehirnem ¥@b7/BI6-Mausen nach ip-Inokulation. B: RT-PCR
der RNA aus dem Gehirn einer repréasentativen CDalidvim Vergleich zu den vier tga20-Mausen im spaten
klinischen Krankheitsstadium nach ip-Inokulation=Kontrolle; Zw = Zeitwert; bp = Basenpaare; T refT

Im Gegensatz zu der immunhistochemischen Markiepaigie die PCR Analyse bei drei von
vier tga20-Mausen im spaten klinischen Stadium Sorapie eine Steigerung der Expression
von GFAP (Tab. 16, Abb. 28 B). Diese Zunahme baR@gMausen (Mittelwert: 1,13) war
jedoch erneut deutlich geringer im Vergleich zu dexden Wildtyp-Mausstammen, bei
denen die Berechnung des GFAP/GAPDH-VerhéaltnisgeD-1-Mause einen Mittelwert
von 1,37 und fur C57/Bl6-Mause einen Mittelwert vibB4 ergab (Tab. 16, Abb. 28 B).

4.3.2.3 Northern Blothybridisierung

Auch nach ip-Inokulation wurden ausgewahlte RNAdtets Northern Blothybridisierung
getestet. Die Ergebnisse aus der immunhistocheemnsdimtersuchung und der PCR Analyse
fur die CD-1-Mause konnten fir alle Krankheitsseadiiberwiegend bestétigt werden (Abb.
29). Lediglich ein Tier aus dem friihen klinischetaddum von Scrapie (175 — Tier 2) wies
keinen Anstieg der GFAP-Genexpression in der NontlBot Analyse auf (Abb. 29).
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A Krankheitsstadium: praklinisches klinisches
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Abbildung 29: Northern Blot Analyse der RNA aus dé&ehirnen von CD-1-M&ausen nach ip-Inokulation.
A: Northern Blothybridisierung. B: DensitometriewZ= Zeitwert; K = Kontrollen; T = Tier; dpi = Tageach
Inokulation.

Bei dem transgenen Mausstamm konnte auch mittefthé&lo Blot Analyse gezeigt werden,
dass bei klinisch kranken Tieren nach intraperiaterelnokulation keine bzw. eine schwéche-
re Induktion der GFAP-Genexpression als bei derdiy-Mausen im Gehirn stattfand (Abb.
30 und 35). Im spaten klinischen Stadium wies mesder vier Tiere eine leichte Erh6hung
der GFAP-Transkription auf (Abb. 30). Es handeith siierbei um dasselbe Tier, das auch in

der IHC als einziges Tier dieser Gruppe eine ggradige Astrozytose zeigte (84c — Tier 4).
Demnach ergab sich fur die tga20-Mause durchsdibhiteine Erhdhung der GFAP-
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Genexpression um 0,01 im Vergleich zu den beidemti¢btieren, wahrend die Differenz bei
CD-1-Méausen bei 0,79 lag. Dieser evidente Unteestigt auch in Abbildung 35 dargestellt.

A Krankheitsstadium: praklinisches Klinisches

1.Z2w 2. 2w 3. Zw friih spat

|
i
[9\]
(o]

76-T1
80-T2
84-T4
81-T3

densitometrische Einheite
N

VSV EDHS>AL D b(‘b'y‘\/q,b"bﬁ/
q,'»&\e} &\Q} &\Q/ &\Q} &\‘Z’\ &\\ &\Q} &\‘?} &\Q} &\‘\ &\QJ ‘Z' é‘ \Q) &\‘?’ &\Q’

&
AR QR D DG A A S %V <b""\b
® &
i N
&L @
&

dpi - Tier-Nr.

Abbildung 30: Northern Blot Analyse der RNA aus dé&ehirnen von tga20-Mausen nach ip-Inokulation.
A: Northern Blothybridisierung. B: DensitometriewZ= Zeitwert; K = Kontrollen; T = Tier; dpi = Tageach
Inokulation.
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4.3.3 Orale Inokulation

4.3.3.1 Immunhistochemie (IHC)

Nach oraler Inokulation zeigten einzelne, tberwmebéltere, klinisch gesunde Tiere aller drei
Mausstamme eine geringgradige Erh6hung der Asteozghl im Gehirn. Vereinzelt trat dies
jedoch auch bei Kontrolltieren auf (Ergebnisse nhggeeigt). Dies ist wahrscheinlich auf das
hohe Alter der Tiere zurtuickzufuhren. Es ist bekadass mit fortschreitendem Alter die Zahl
der Astrozyten zunimmt (Hayakaved al. 2007, Moutonet al. 2002) und es insgesamt zu
einer altersbedingten Induktion von Stress-korrie Genen im Gehirn kommt (Yanknetr
al. 2008).

Bei einer klinisch gesunden C57/Bl6-Maus konntehnat2 dpi jedoch mit einem Mittelwert

1 von 16,5 im Vergleich zu einem Mittelwert 2 vo2 4ler beiden Kontrolltiere eine deutliche
Astrozytose im Gehirn nachgewiesen werdédierbei handelte es sich um dasselbe Tier, das
zuvor bereits eine deutliche Vakuolisierung des ifBshzeigte (siehe Kapitel 4.4.3.1, Abb.
48).

In den Klinischen Stadien zeigten sich bei den deidVildtyp-Mausstammen &hnliche
Ergebnisse wie nach den vorangegangenen Inokusategren und es ergaben sich auch hier
keine Unterschiede zwischen Tieren, die mit 1%igem solchen, die mit 10%igem Gehirn-
homogenat oral inokuliert worden waren (Tab. 17pAB1 und 32). In den Gehirnen aller
klinisch kranken Tiere war eine signifikante Erhiiguder Zellzahl und somit eine Astrozyto-
se nachweisbar. Nach oraler Inokulation lagen di¢rokytenzahlen in den Gehirnen von
C57/BlI6-Méausen des spaten klinischen Stadiums @wtrt 2: 20,5) jedoch hdher als in
denen von CD-1-Mausen im vergleichbaren Krankheitssm (Mittelwert 2: 16,1) (Tab. 17,
Abb. 31).

Bei klinisch kranken tga20-Mausen konnte, im Gegengur ip-Inokulation, ebenfalls eine
deutliche Astrozyten-Aktivierung nachgewiesen war@€ab. 17, Abb. 31 und 32), die aber,
wie auch nach ic-Inokulation, geringer war vergdohmit den beiden Wildtyp-Mausstam-

men.
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102

frihes klinisches Stadium

spates klsches Stadium

dpi - Tier Nr. Mittelwerte dpi - Tier Nr. Mittelwerte
Mwl | Mw2 Mwl | Mw2
Mausstamm: CD-1
210 - Tier 1 (1%) 21,3
" -Tier2 " 18,3
" -Tier3 " 15,3 237 - Tier 1 (1%) 12,5
" -Tierd " 19,3 257iem™l " 17,3
175 - Tier 1 (10%) 14,5 210erTL (10%) 15,5
188 - Tier2 " 18,5 2720ier2 " 18
200 -Tier3 " 17 235-Taer " 16,5
215-Tier4 " 13,3 17,2 260-Tier4 " 16,5 16,1
Kontrolle 190 - Tier 1 4
Kontrolle 190 - Tier 2 45 Kontrolle 210 - Tier 1 4,8
Kontrolle 210 - Tier 1 4.8 Kontrolle 210 - Tier 2 4
Kontrolle 210 - Tier 2 4 4.3 Kontrolle 237 - Tier 1 n.a. 4.4
Mausstamm: C57/BI6
226 - Tier 1 (1%) 21,3
252 -Tierl " 21,8
262 - Tier 1 (1%) 16 16 268-Tierl " 18,5 20,5
Kontrolle 226 - Tier 1 45
Kontrolle 262 - Tier 2 5 Kontrolle 262 - Tier 2 5
Kontrolle 262 - Tier 2 5 5 Kontrolle 262 - Tier 2 5 4.8
Mausstamm:
142 - Tier 1 (1%) 9 139 - Tier 1 (1%) 7.5
153 -Tier2 " 9,3 145 - Teer 8
75 - Tier 1 (10%) 8 gbier 1 (10%) 10
140 - Tier2 " 8,8 109ieM2 " 9,8
145 - Tier3 " 7,8 137-Tier3 " 10,5
Kontrolle 76 - Tier 1 6,3
Kontrolle 76 - Tier 2 3,3 Kontrolle 90 - Tier1 55,
Kontrolle 142 - Tier 1 6,8 Kontrolle 90 - Tier 2 4.8
Kontrolle 153 - Tier2 55 55 Kontrolle 142 - Tier 1 6,8 57

Tabelle 17: Auszahlung der Astrozyten in den Gednirmler einzelnen Tiere der drei Mausstamme (CD-1,

C57/BI6 und tga20) im friihen und spéaten klinischeankheitsstadium nach oraler Inokulation. Mw1 =tti&li

wert aus den vier Gehirnregionen pro Tier; Mw2 =ttblivert aus den einzelnen Tieren (Mwl) pro Zeitwer

Zw = Zeitwert; dpi = Tage nach Inokulation; Nr. =inmer; n.a. = nicht auswertbar.
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orale Inokulation
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Abbildung 31: Mittelwerte Mw 2 der gezahlten Astyten in den Gehirnen der verschiedenen Mausstamme
(CD-1, C57/BI6 und tga20) nach oraler Inokulati@urchgezogene Linien = inokulierte Tiere; gestritdhe
Linien = Kontrolltiere; rot = CD-1-M&ause; blau = ZBI6-Mause, griin = tga20-Mause. Zw = Zeitwert.
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Abbildung 32: Immunhistochemischer Nachweis des Bkfden Gehirnen von CD-1 (A-C) und tga20-Méausen
(D-F) nach oraler Inokulation mit 1%igem bzw. 10%gy Gehirnhomogenat (Hirnstamm, Vergrof3erung: 40x).
B: 257 dpi — Tier 1; C: 220 dpi — Tier 2; E: 145 dgrier 2; F: 109 dpi — Tier 2.
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4.3.3.2 RT-PCR

In den Gehirnen klinisch unauffalliger Tiere zemtavie zuvor nach immunhistochemischer
Auswertung, einzelne Tiere eine sehr geringgradigiuktion der GFAP-Genexpression
(Ergebnisse nicht gezeigt). Auch hier wurden di¢duBde der immunhistochemischen Aus-
wertung nach PCR Analyse nicht in allen Fallen dtagt Im Gehirn der klinisch gesunden
C57/BI6-Maus (212 — Tier 2), die eine deutlich drt@Astrozytenzahl sowie TSE-spezifi-
sche Vakuolen aufwies, wurde auch in der PCR Awabise starke Induktion der GFAP-
Genexpression nachgewiesen (GFAP/GAPDH-Verhalindy. Es zeigte sich erneut, dass die
verschiedenen Nachweismethoden in den Féllen ggadger Veranderungen abweichende
Ergebnisse lieferten, dass sich aber bei ausgeprafstrozytosen einheitliche Resultate

ergaben.

Im frihen sowie im spaten klinischen Krankheitsgtadwiesen alle untersuchten Gehirne
der drei Mausstamme eine erhohte GFAP-Transkriian(Tab. 18, Abb. 33). Die Gehirne
der tga20-Mause zeigten, wie auch nach immunhisto@ther Untersuchung, eine geringere
Induktion der GFAP-Genexpression als die Gehirnddréwildtyp-Mausstamme (Tab. 18,
Abb. 33). Wahrend die berechneten Mittelwerte da20-Mause bei 1,19 (frihes klinisches
Stadium) und 1,26 (spéates klinisches Stadium) lagegaben sich fir Wildtyp-Méause Werte
von 1,4 bzw. 1,44 (frihes klinisches Stadium) urg2bzw. 1,39 (spates klinisches Stadium)
(Tab. 18). Die Verstarkung der GFAP-Transkriptianailen untersuchten Proben korrelierte
demnach mit der mittels IHC gezeigten Erh6hungAdtrozytenzahl.
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frihes klinisches Stadium

spates klinibes Stadium

dpi - TierNr.  |Verhaltnis | Mw dpi - Tier Nr. Verhaltnis | M w
Mausstamm: CD-1

210 - Tier 1 (1%) 1,44

" - Tier2 " 13

" -Tier3 " 14 237 - Tier 1 (1%) 58,

" -Tierd " 1,44 257 -Te " 1,3

175 - Tier 1 (10%) 1,38 210 -Tig10%) 1,33

188 - Tier2 " 1,33 220efi® " 1,71

200 - Tier3 " 1,38 235 - Ther " 1,38

215-Tier4 " 1,57 1,4 260 - Tier4 " 1,83 1,52
Mausstamm: C57/BI6

226 - Tier 1 (1%) 1,44
252-Tierl " 1,44

262 - Tier 1 (1%) 1,44 1,44 268-Tierl " 1,3 1,39
Mausstamm:

142 - Tier 1 (1%) 11 139 - Tier 1 (1%) 1,2

153-Tier2 " 11 145 - Tier 2 1,22

75 - Tier 1 (10%) 1,25 JBer 1 (10%) 1,43

140 - Tier2 " 1,13 109ef® " 1,25

145- Tier3 " 1,38 137-Tier3 " 1,22

Tabelle 18: GFAP/GAPDH-Verhéltnis nach PCR Analgle® RNA aus den Gehirnen von oral inokulierten
Tieren der drei Mausstdmme (CD-1, C57/BI6 und tya20frihen und spaten klinischen Krankheitsstadium
Zw = Zeitwert; dpi = Tage nach Inokulation; Mw = ttélwert; Nr. = Nummer.

CD-1 C57/Bl6
I N N C —~ \f_)%
klinisches
Krankheitsstadium: frih/spéat friih/spat spat
f_/\ﬁ A N
- N 4 - - \—|\
— = N N (ol el
— N o [l ol el o © 0 o
HERR s oY &K
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300 bp ==
GFAP ~BPRe e -ssssuaee
200 bp =
500 bp &=

GAPDH 400 Dp i e = s s i e S o e o e

300 bp s

Abbildung 33: RT-PCR der RNA aus den Gehirnen dei §Mausstamme (CD-1, C57/BI6 und tga2@ch
oraler InokulationK = Kontrollen; bp = Basenpaare; T = Tier.
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4.3.3.3 Northern-Blothybridisierung

Ausgewahlte RNAs des friihen und spaten klinischei®nms wurden zuséatzlich zu der
immunhistochemischen Auswertung und PCR AnalyseemgitNorthern Blothybridisierung
ausgewertet (Abb. 34). Die Ergebnisse korreliengnden vorangegangenen Ergebnissen der
PCR. Sowohl alle untersuchten Wildtyp-Méause alshaatie untersuchten tga20-Mause
zeigten eine erhdohte GFAP-Genexpression im Geldimbei den Wildtyp-Mausen jedoch
starker ausgepragt war als bei den Tieren desgeaes Mausstammes (Abb. 34 und 35).
Wahrend bei den Klinisch kranken tga20-Mausen dafohittlich eine Verstarkung der
GFAP-Transkription um 0,56 im Vergleich zu Kontti@ten auftrat, zeigte sich bei den

klinisch kranken CD-1-Mé&usen eine Differenz von1l,2

Fur das praklinische Stadium wurde nur die C57MH4s (212 — Tier 2), die bereits eine
gering- bzw. gering- bis mittelgradige Vakuolisieguin allen untersuchten Gehirnregionen
sowie eine Astrozytose nach immunhistochemischew&utung und PCR Analyse aufwies,
auch mittels Northern Blothybridisierung analysiéviit einem GFAP/18s rRNA-Verhaltnis

von 3,21 verglichen mit einem Wert von 2,7 des Kalitteres zeigte sich auch nach Northern
Blot Analyse eine Verstarkung der GFAP-Transkriptibei diesem Tier (Ergebnis nicht
gezeigt).
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Abbildung 34: Northern Blot Analyse der RNA aus dehirnen von CD-1- und tga20-Mausen nach oraler
Inokulation im friihen und spaten klinischen Krankdsadium. A: Northern Blothybridisierung. B: Déos
metrie. K = Kontrollen; T = Tier; dpi = Tage naaiokulation.
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4.3.4 Zusammenfassung

Auch bei der Beurteilung des GFAP zeigten sich dketlichsten Unterschiede bei dem
Vergleich der beiden Wildtyp-Mausstdmme mit denmggeenen Mausstamm. Auffallend war
wiederum die evident schwachere Ausbildung eindroxgtose in den Gehirnen der tga20-
Mause verglichen mit den Gehirnen von CD-1 und 8B/Mausen bei vergleichbarer
Auspragung TSE-spezifischer Symptome. Aul3erdeneinat praklinische Astrozytenaktivie-
rung regelmafig und markant nur bei den Wildtyp-s&iuauf.

Beide Wildtyp-Mausstdmme zeigten vergleichbare Bmnggse nach den drei Inokulations-
wegen. In allen drei Nachweismethoden wiesen digr@e der Wildtyp-Mause stark erhdhte
Astrozytenzahlen bzw. eine deutliche Verstarkung @EAP-Genexpression bei allen kli-

nisch kranken Mausen und ab dem dritten préklimecheitwert auch bei klinisch unauffalli-

gen Tieren auf. Zu sehr frihen Zeitpunkten zeigtesh teilweise geringgradig erhohte
GFAP-Werte, die nicht von TSE-spezifischen Vakudbegleitet waren und umgekehrt. Im
weiteren Verlauf jedoch ab dem dritten praklinistlz@itwert bis hin zum spaten klinischen
Krankheitsstadium ging die Astrozytose immer audhemer ausgepragten Vakuolisierung
der Gehirne einher. Mittels HE-Farbung zeigte siass die Gehirne der C57/Bl6-Mause
nach allen drei Inokulationswegen etwas schwaclaualisiert waren als die der CD-1-
Mause. Dies korrelierte nicht immer auch mit eiseltwacheren Ausbildung der Astrozytose.
Nach den beiden peripheren Inokulationswegen war Alstrozytenaktivierung in den

C57/Bl6-Gehirnen ahnlich bzw. starker als in deoen der CD-1-Mause.

Die Untersuchung der Gehirne der tga20-Mause etgiaierschiede zwischen ic-, ip- und
oraler Inokulation. Nach intrazerebraler Inokulatiwurde mit allen drei Nachweismethoden
nur fur die Tiergruppe des spéaten klinischen Staditeine Astrozytose festgestellt, die
ihrerseits schwécher ausgebildet war als in denir@ah von Wildtyp-M&usen. Nach ip-
Inokulation konnte nur mittels RT-PCR Analyse eemathte GFAP-Transkription in der
vergleichbaren Tiergruppe nachgewiesen werdenghli@nfalls geringer war als bei beiden
Wildtyp-Mausstammen und als bei ic- bzw. oral inlgkten tga20-Méausen. Oral inokulierte
tga20-Mause zeigten mit allen drei Methoden einestéiekte GFAP-Transkription in den
Gruppen der klinischen Krankheitsstadien, die edfdesyfwie auch nach den vorangegangenen
Inokulationswegen, auffallend schwacher ausgebiMatr als in Wildtyp-Gehirn. Eine
Korrelation zwischen Astrozytose und Vakuolisierunge sie bei den Wildtyp-Mausen ab
dem dritten préklinischen Zeitwert auftrat, zeigteh bei den tga20-Mausen erst bei klinisch

kranken Tieren und nur nach ic- und oraler Inokakat
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Abbildung 35: : Northern Blot Analyse der RNA ausndGehirnen von Wildtyp- und tga20-Mausen nach den
drei Inokulationswegen im frilhen und spéaten klinest Krankheitsstadium. A: Northern Blothybridisiegu

B: Densitometrie. K = Kontrollen; T = Tier; dpi =agje nach Inokulation.

Es zeigte sich also mit allen drei Untersuchungeodgn und in allen Féllen die Tendenz,
dass in vergleichbaren klinischen Krankheitsstad@mohl nach intrazerebraler als auch nach
intraperitonealer und oraler Inokulation die Audbiig einer Astrozytose bzw. der Anstieg
der GFAP-Transkription in den Gehirnen der transgetga20-M&ause geringer war als in den
Gehirnen der CD-1- bzw. C57/BI6-Wildtyp-Mause (Alds). Praklinisch waren nur bei den

beiden Wildtyp-Mausstammen signifikant erhdohte ézytenzahlen bzw. eine verstarkte

GFAP-Transkription in allen Tieren einer Gruppemaeisbar.
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Es zeigte sich au3erdem, dass die immunhistocheenldntersuchung und die Analysen der
Genexpression in den Fallen einer deutlichen Erhglder GFAP-Transkription einheitliche
Ergebnisse lieferten, wahrend sich bei geringgeadigeranderungen abweichende Resultate

mit den verschiedenen Methoden ergaben.

4.4 Nachweis von PrPsc

Nachdem bei der Beurteilung der Vakuolisierung wwet Ausbildung einer Astrozytose
deutliche Unterschiede vor allem zwischen den Widdund den transgenen M&ausen festge-
stellt wurden, sollte nun untersucht werden, olh sliese Ergebnisse auch in einer unter-
schiedlichen Starke bzw. Art der Ablagerung vonhphkigischem Prion-Protein (PrPsc)

widerspiegeln.

Dazu wurde PrPsc zunachst mittels immunhistochdrarsklethode angeféarbt. Die Auswer-
tung erfolgte am Sagittalschnitt der Gehirnhalftdie in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet wurden. Nach Anfertigung von histologenn Schnitten erfolgte die Markierung
von PrPsc mit dem monoklonalen Primarantikorper &AFAIs Sekundarantikérper wurde
ein Meerrettich Peroxidase (Horseradish Peroxide&) Konjugat verwendet. Zusatzlich
wurde die Markierung mit dem Tyramide Signal Amiphtion (TSA) Biotin System verstarkt
und schlieBlich mit dem Substrat DiaminobenzidirAB) gefarbt. Die PrPsc-spezifische
Markierung stellte sich als dunkelbraune, feingtarei Ablagerungen dar. In den Gehirnen
von Kontrolltieren der Wildtyp-Mausstamme trat wesise eine geringgradige unspezifische
Hintergrundfarbung auf, die sich hellbraun und selg darstellte und daher gut von der
spezifischen PrPsc-Markierung abzugrenzen war.en Gehirnen der transgenen tga20-
Mause zeigte sich eine Hintergrundfarbung, die iegéhsatz zu der in den Gehirnen der
Wildtyp-Mause teilweise wesentlich starker war. Aubier war die Hintergrundfarbung
gleichmafiig schlierig, so dass sich die dunkellbeaugranularen PrPsc-spezifischen Ablage-
rungen deutlich vom unspezifischen Hintergrund #eno(Abb. 36 I). Im Bereich des Stra-
tum granulare und des Stratum moleculare des Kileishwar eine Abgrenzung zwischen
unspezifischer Hintergrundfarbung und spezifisclie®sc-Ablagerungen allerdings nicht
maoglich (Abb. 36 G). Diese Anteile des Kleinhirnsrnden daher in den Gehirnen der tga20-
Mause nicht beurteilt. Die starke Hintergrundfarpumtga20-Gehirnen ist vermutlich auf die
Uberexpression des zellularen Prion-Proteins (PbRcHliesem Mausstamm zurlickzufihren.
PrPc wird in Gehirnen der tga20-Mause verglichen Wildtyp-Mausstammen um das
Zehnfache Uberexprimiert (Fischetral. 1996). Die bisher erhaltlichen Antikorper geges da
Prion-Protein sind nicht spezifisch gegen die platfieche Form gerichtet. Sie erkennen auch
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immer die zellulare Form. Durch die aufwendigen b&randlungen beim immunhistochemi-
schen Nachweis kann die Bindung des Antikorpergiarzellulare Form zwar abgeschwacht,
aber nicht vollstandig verhindert werden (Diedrethal. 1991). In den Gehirnen der Wildtyp-

Mause zeigte sich, dass die Vorbehandlungen desahigewendeten Protokolls durchaus
wirksam sind. Es trat nur teilweise eine sehr ggrinlintergrundfarbung auf, die sich gut von

der spezifischen PrPsc-Markierung abgrenzen lidfb (86 A bis F).

PrPsc-Nachweis negativ PrPsc-Nachweis positiv
_/\
o N
CD1: [¥
C57/BI6:
tga20:

Abbildung 36: Unspezifische Hintergrundfarbung bemmunhistochemischen Nachweis von PrPsc mit dem
monoklonalen Primarantikdrper SAF84 in den Gehirdendrei Mausstamme. A-C: CD-1-Méause: A+B: Nicht-
inokulierte Tiere; C: Ic-inokuliertes Tier. D-F: @16-Méause: D+E: Nicht-inokulierte Tiere; F: Icdhkuliertes
Tier. G-l: tga20-Mause: G+H: Nicht-inokulierte Téegn: Ic-inokuliertes Tier. VergroRerungen: A, D, Bx; B,
C,E, F, H, I: 20x.

Die Auswertung erfolgte, wie auch bei der Beurtgjuder Vakuolisierung, nach dem in
Kapitel 3.2.6.9 beschriebenen Schema. Da sich dimlbgischen Schnitte verschiedener
Proben mehrfach wahrend der aufwendigen immunhtistocschen Vorbehandlungen

ablosten, war eine relativ groRe Zahl der Probehtrauswertbar.

Zusatzlich zum immunhistochemischen Nachweis wuriiéestern Blot Analysen zum
Nachweis der pathologischen Form des Prion-Prowumshgefihrt. Wie in Kapitel 3.2.7.1
beschrieben, wurde von den Gehirnhalften, die farRNA-Isolierung in RNAlater fixiert

worden waren, ein kleiner kranialer Anteil fir di@estern Blot Analyse verwendet. In
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einzelnen Fallen kam ein kaudales Stiick aus derai@eKleinhirn/Medulla oblongata zur
Auswertung (Kapitel 3.2.7.1, Tab. 1). Gehirnhomagernvon Kontrolltieren wurden sowohl
mit als auch ohne Proteinase K (PK)-Verdau aufgetraAls Primarantikérper diente POM1
(Donofrio et al. 2005). Von den Gehirnhomogenaten, die in diesetetdnchung negativ
waren, wurde zusatzlich eine Natriumphosphorwol&ahaPTA)-Fallung durchgefihrt. Mit
dieser Methode ist eine Aufreinigung von PrPsc@ebkirngewebe mdéglich. Grundlage ist die
selektive Fallung von PrPsc-Aggregaten; monomer@s Rerbleibt im Uberstand.

4.4.1 Intrazerebrale Inokulation (ic-Inokulation)

4.4.1.1 PrPsc-Nachweis nach Immunhistochemie (IHC)

Im préklinischen Krankheitsstadium konnten in deehi@en von Tieren des ersten Zeit-
wertes keine PrPsc-spezifischen Ablagerungen nacbgen werden, wobei in der Gruppe
der CD-1-Mause zu diesem Zeitwert nur eines von Tieren (28a — Tier 3) auswertbar war
(Ergebnisse nicht gezeigt). Bereits zum zweitertw&sat, also bei klinisch noch gesunden
Mausen und noch vor Auftreten TSE-spezifischer \éddao, zeigte sich in allen untersuchten
Gehirnen der Wildtyp-Mause eine gering- bis mittatige Akkumulation von PrPsc vor

allem im Bereich des Hirnstammes und in den Regiates Cerebrums/ Diencephalons (Tab.
19, Abb. 37 A, B, D und E). Im Gegensatz dazu wetvem dem fehlenden Nachweis von
Vakuolen keine PrPsc-spezifische Markierung in dertersuchten Gehirnen der tga20-
Gruppe erkennbar (Tab. 19, Abb. 37 C und F).

Dementsprechend wiesen auch die beiden Wildtyp-htagppen des dritten praklinischen
Zeitwertes in allen ausgewerteten Gehirnen benraittel- bis hochgradige PrPsc-typische
feingranulare Ablagerungen in allen untersuchtegiéten auf (Tab. 20, Abb. 38 A und B).
Wie bereits beschrieben stand fur diesen Zeitwem Material von tga20-Mausen fur die

immunhistochemische Auswertung zur Verfiigung.
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Mausstamm: CD-1
62 -Tierl - - ¥ +- - +4 ¥ +
" -Tier2 n.a. n.a. n.a. ++ ++ ++ *
" -Tier3 -- +/- - ++ ++ +
" -Tier4d -- -- -- n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 62 - Tier 1 1% - - - - - -
Kontrolle 62 - Tier 2 1% -- -- -- n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 62 - Tier 1 - - - - - -
Kontrolle 62 - Tier 2 -- - % - _* -
Mausstamm: C57/BI6
61 - Tier 1 -- - % - - ++ 4+
" -Tier2 -- - - 4+ ++ ++
" -Tier3 -- -- - - ++ 4+
" -Tier4 - - - +/- ++ +
Kontrolle 61 - Tier 1 1% - - - - - _
Kontrolle 61 - Tier 2 1% - - - - - _
Kontrolle 62 - Tier 1 - - - - - -
Kontrolle 62 - Tier 2 - - - - % —
Mausstamm: (o0
20 -Tier1l - - - - - -
" -Tier2 -- -- - - n.a. o *
" -Tier3 -- -- -- -- n.a. - *
" - Tier 4 -- - +/- - - -
Kontrolle 20 - Tier 1 1% - - - - - -
Kontrolle 20 - Tier 2 1% -- -- -- n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 20 - Tier 1 - - - n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 20 - Tier 2 -- -- -- n.a. n.a. n.a.

Tabelle 19: Vergleich von Vakuolisierung und PrRséd&umulation der Tiergruppen von CD-1-, C57/BI6-dun
tga20-Mausen des 2. Zeitwertes im préklinischedi8ta nach ic-Inokulation. Zw = Zeitwert; dpi = Tagach
Inokulation; Nr. = Nummer; n.a. = nicht auswertbfar; Lokalisation begrenzt auswertbar.
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CD-1 C57/Bl6

IHC: PrPsc

HE-Farbung:

BT e U o B SR (R e ey -

Abbildung 37: Immunhistochemische Markierung vorP&r (A-C) ohne die Ausbildung TSE-spezifischer
Vakuolen (D-F: HE-Farbung) im Hirnstamm von klirisanauffalligen Tieren (2. Zeitwert des praklinisch
Krankheitsstadiums) der drei Mausstamme (CD-1, BiBAind tga20) nach ic-Inokulation (VergréRerungxp
A+D: 62 dpi — Tier 3; B+E: 61 dpi — Tier 2; C+F: 8pi — Tier 1.

Mit dem Einsetzen der ersten Scrapie-spezifischgmpfome konnte nun auch in allen
untersuchten Gehirnproben der tga20-Mause PrPsagl@hingen nachgewiesen werden.
Diese waren jedoch im Vergleich zu der immunhigi@ohen Markierung der beiden
Wildtyp-Mausstamme, bei denen bereits mittel- bachgradige PrPsc-Akkumulationen

auftraten, nur gering- bis mittelgradig ausgep(agb. 20, Abb. 38 D bis F).

Erst bei schwer kranken Tieren (spates klinischemnkheitsstadium) war das immunhisto-
chemische Bild in den Gehirnen der transgenen Mahséch dem der Wildtyp-Mause, bei
denen in allen untersuchten Bereichen des GehnfscHnittel- bzw. hochgradig nachzuwei-
sen war (Tab. 20, Abb. 38 G bis I). Im Bereich Gesebellums und des Cerebrums/Dienze-
phalons wurde bei tga20-Mausen teilweise wenigBs®akkumuliert als in den entsprechen-
den Regionen der Gehirne der Wildtyp-Mausstammé.(28, Abb. 39 und 40). Die voran-
gegangenen Untersuchungen hatten gezeigt, dagticken mit den Wildtyp-Mausen, in den
Gehirnen der tga20-Mause sowohl die Ausbildung Eg&zifischer Vakuolen als auch eine
Astrozytose im Verlauf der Erkrankung insgesamingather ausgepragt waren. Wahrend bei
hochgradig kranken Wildtyp-Mausen der Nachweis RdRsc immer auch mit dem Nachweis
von TSE-spezifischen Vakuolen einher ging, war ineithirn von tga20-M&ausen in den
meisten Fallen der PrPsc-Nachweis ohne die Ausigidon Vakuolen positiv (Abb. 40).
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CD-1 C57/BI6 tga20

praklinisches Stadium
3. Zw:

frihes klinisches
Stadium:

spates klinisches
Stadium:

Abbildung 38: Immunhistochemischer Nachweis vonderih den Gehirnen der drei Mausstamme (CD-1,
C57/BI6 und tga20) in den unterschiedlichen Kraiitslstadien nach ic-Inokulation (Hirnstamm, Vergnifey:
20x). A: 90 dpi — Tier 1; B: 93 dpi — Tier 1; D: 12Ipi — Tier 4; E: 98 dpi — Tier 3; F: 48 dpi — Tl G: 142
dpi — Tier 1; H: 149 dpi — Tier 1; 62 dpi — Tier 5.

CD-1 C57/Bl6 tga20

Kontrollen:

spates Klinisches
Stadium:

Abbildung 39: Immunhistochemischer Nachweis vonderih den Gehirnen der drei Mausstamme (CD-1,
C57/BI6 und tga20) im spéten klinischen Krankhégtssim nach ic-Inokulation (Cortex, VergroRerungxp
A-C: Kontrollen; D: 142 dpi — Tier 3; E: 149 dpiHer 1; F: 64 dpi — Tier 4.
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IHC: PrPsc HE-Farbung:

CD-1:

C57/Bl6:

Abbildung 40: Immunhistochemischer Nachweis vonderfA,C,E) und Ausbildung TSE-spezifischer Vakuolen
(B,D,F: HE-Farbung) im Kleinhirn von Tieren der didausstimme (CD-1, C57/BI6 und tga20) im spéaten
klinischen Krankheitsstadium nach ic-Inokulatiorefyro3erung: 40x). A+B: 142 dpi — Tier 1; C+D: 18 —
Tier 1; E+F: 57 dpi — Tier 2.

4.4.1.2 Western Blot

Analog zu den Ergebnissen der PrPsc-spezifischénkiéhnte zum ersten Zeitwert des préa-
klinischen Stadiums auch nach NaPTA-Fallung in &eimiergruppe PrPsc nachgewiesen
werden (Abb. 41 A und B). Auch im weiteren Verlaliéses Stadiums waren die Resultate
nach Western Blot Analyse ahnlich denen der immatobhemischen Untersuchung. Alle
untersuchten Proben der Wildtyp-Mause waren in @erppe des zweiten Zeitwertes mit
NaPTA-Fallung und zum dritten Zeitwert bereits oi@PTA-Fallung deutlich positiv fur
PrPsc, wahrend in den Proben der tga20-Mause aaaih MaPTA-Fallung keine bzw. sehr
schwache PrPsc spezifische Banden im Westen Bébweasbar waren (Abb. 41 A und B).

Im frGhen und spaten klinischen Krankheitsstadiueigten sich, wie erwartet und in
Korrelation mit den Befunden aus der immunhistodsehen Untersuchung, in allen
Gehirnproben sowohl der Wildtyp- als auch der tgemen Mause ohne NaPTA-Fallung die
fur PrPsc typischen Banden (Abb. 42).
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Abbildung 41: Western Blot Analyse: Vergleich deb-Q-Wildtyp-Mausen (A) mit den tga20-Mausen (B) im
préklinischen Stadium nach ic-Inokulation. A: Prolgler CD-1-M&use sind nach NaPTA-Fallung zum 2t-Zei
wert deutlich positiv fiir PrPsc; zum 3. Zeitwerigidie PrPsc-typischen Banden bereits ohne NaPTI&rggin
allen Proben nachweisbar. B: In den Proben derOtgé&use ist PrPsc erst zum 3. Zeitwert nach NaP&A-F
lung und nur bei zwei Tieren schwach nachweisbar=2ZZeitwert; PK = Proteinase K; T = Tier; K = Koolie;
kDa = Kilodalton.
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spates Klinisches Stadium: CD-1 C57/BI6
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Abbildung 42: Western Blot Analyse: Vergleich deeidMausstamme (CD-1, C57/BI6 und tga20) im spéaten
klinischen Krankheitsstadium nach ic-Inokulation: &llen Proben der drei Mausstimme zeigten sicte ohn
NaPTA-Fallung die fur PrPsc spezifischen Banden.=PRroteinase K; T = Tier; K = Kontrolle; kDa = il

dalton.

4.4.2 Intraperitoneale Inokulation (ip-Inokulation)

4.4.2.1 PrPsc-Nachweis nach Immunhistochemie (IHC)

Zu Beginn des praklinischen Stadiums (1. Zeitwesdy die Gruppe der CD-1-Mause nicht
auswertbar; die histologischen Schnitte diesergfigipe I6sten sich wahrend der aufwendi-
gen immunhistochemischen Behandlung immer wiederrallen beiden anderen Gruppen
waren keine PrPsc-spezifischen Ablagerungen inGlgmrnproben nachzuweisen (Ergebnis-
se nicht gezeigt). Zum zweiten Zeitwert dieses i8tad wies nur die Gruppe der CD-1-

Mause PrPsc-spezifische Ablagerungen in allen satbten Regionen im Gehirnschnitt auf
(Tab. 21). Auch hier war, &ahnlich wie nach ic-Int#ion, in einigen Fallen PrPsc

nachweisbar bevor TSE-spezifische Vakuolen aufirgdb. 43A und D).
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Mausstamm: CD-1

91 - Tier1l - +/- -- + + + *

" -Tier2 - ++ -- ++ * n.a. ++

" -Tier3 n.a. - - n.a. + +

" -Tierd - +/- -- n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 92 - Tier 1 - - - n.a. n.a. n.a.

Kontrolle 92 - Tier 2 - - - - - _
Mausstamm: C57/BIl6

92 -Tier1 -- -- -- - - - *

" -Tier2 - - - ¥ n.a. n.a. n.a.

" -Tier3 -- -- - * -- +- -

" -Tier4 - - - * - - - %
Kontrolle 93 - Tier 1 - - -- -- - -
Kontrolle 93 - Tier 2 -- -- -- - n.a. --

Mausstamm: (000
41 -Tier 1 -- - * - n.a. n.a. n.a.

" -Tier2 n.a. -- -- n.a. n.a. n.a.

" -Tier3 -- -- -- -- +- +-

" - Tier 4 -- -- -- -- +/- +-

Kontrolle 40 - Tier 1 - - - - - -
Kontrolle 40 - Tier 2 - - - - - -

Tabelle 21: Vergleich von Vakuolisierung und PriR&&umulation der Tiergruppen von CD-1-, C57/Bl6-dun
tga20-Mausen des 2. Zeitwertes im praklinischewi8ta nach ip-Inokulation. Zw = Zeitwert; dpi = Tagach
Inokulation; Nr. = Nummer; n.a. = nicht auswertbfar; Lokalisation begrenzt auswertbar.

CD-1 C57/BI6 tga20

IHC: PrPsc

HE-Farbung:

Abbildung 43: Immunhistochemischer Nachweis von serlPA-C) ohne die Ausbildung TSE-spezifischer
Vakuolen (D-F: HE-Féarbung) im Hirnstamm von klirfisanauffalligen Tieren (2. Zeitwert des praklinisoh
Krankheitsstadiums) der drei Mausstamme (CD-1, BiBaind tga20) nach ip-Inokulation (VergréRerungxR
A+D: 91 dpi — Tier 3; B+E: 92 dpi — Tier 1; C+F: dlpi — Tier 3.
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Zum dritten Zeitwert des praklinischen Stadiumsse&ie nun, wie auch nach ic-Inokulation,
alle Wildtyp-Mause mittel- bis hochgradige PrPsdagerungen in allen untersuchten
Gehirnregionen auf. Dabei konnten keine Untersehmdschen CD-1- und C57/Bl6-Mausen
aufgezeigt werden (Tab. 22, Abb. 44 A und B). In Geuppe der tga20-Mause zeigten sich
nur bei einem der zwei ausgewerteten Tiere im BRreles Hirnstammes geringgradige,

feingranulare Ablagerungen von PrPsc (Tab. 22).

Wie auch nach ic-Inokulation zeigten sich bei ldeh kranken Tieren aller drei Mausstamme
PrPsc-Ablagerungen in allen untersuchten Gehirinddezr (Tab. 22, Abb. 44 D bis I). Dabei
wiesen tga20-Mause vor allem in den Regionen desb@ems/Dienzephalons wesentlich
weniger PrPsc auf als die beiden Wildtyp-Mausstamivie auch nach ic-Inokulation war bei
einigen ip-inokulierten tga20-Mausen im spatenikthen Krankheitsstadium PrPsc ohne die
Ausbildung TSE-spezifischer Vakuolen nachweisbadhmend bei hochgradig erkrankten
Wildtyp-Mausen der Nachweis von PrPsc auch immdraimer deutlichen Vakuolisierung

einher ging.
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CD-1 C57/Bl6

praklinisches Stadium
3. Zw:

friihes klinisches
Stadium:

spétes klinisches
Stadium:

Abbildung 44: Immunhistochemischer Nachweis vonderih den Gehirnen der drei Mausstamme (CD-1,
C57/BI6 und tga20) in den unterschiedlichen Kraitisséadien nach ip-Inokulation (Hirnstamm, Vergnifdey:
20x). A: 168 dpi — Tier 1; B: 162 dpi — Tier 3; 62 dpi — Tier 2; D: 175 dpi — Tier 2; E: 182 dpiier 3; F. 77

dpi — Tier 4; G: 195 dpi — Tier 3; H: 212 dpi — Tk I: 80 dpi — Tier 1.

4.4.2.2 \Western Blot

Bei den Tieren aus den ersten beiden praklinisctatwerten war PrPsc wie auch nach
immunhistochemischer Markierung nur bei CD-1-Mauseachweisbar. Die fur PrPsc
typischen Banden im Western Blot konnten jedoch breireiner der vier getesteten CD-1-
Mause (91a — Tier 2) nach NaPTA-Fallung gezeigderr(Abb. 45 A). Zum dritten Zeitwert
waren analog zu den immunhistochemischen Untersigeltualle Tiere der beiden Wildtyp-
Mausgruppen bereits ohne NaPTA-Fallung positivifiPsc (Abb. 45 B). Im Gegensatz dazu
waren in der Gruppe der tga20-Mause praklinischhanach NaPTA-Fallung keine PrPsc-
spezifischen Banden in der Western Blot Analysénwacsbar (Abb. 45 C; Tier 3 und 4 nicht
gezeigt). Mittels IHC konnten zwei der vier Tiereser Gruppe ausgewertet werden. Hierbei
wies nur eines der beiden Tiere (62a — Tier 4)nggmadige PrPsc-Ablagerungen im
Hirnstamm auf (Tab. 22).
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Abbildung 45: Western Blot Analyse: Vergleich daolfen von Wildtyp-Mausen (A+B) mit den Proben von
tga20-Mausen (C) im préaklinischen Stadium nachnigkllation. A: CD-1-Mause: Ein Tier ist nach NaPTA-
Fallung bereits zum 2. Zeitwert deutlich positiv frPsc (91a — Tier 2). B: C57/Bl6-Mause: Zum 3itxert
sind préaklinisch auch ohne NaPTA-Fallung die Pri@ptschen Banden nachweisbar. C: tga20-Mause: RsPsc
auch nach NaPTA-Fallung nicht nachweisbar. Zw vieit; PK = Proteinase K; T = Tier; K = KontrollkDa

= Kilodalton.
Auch nach Einsetzen der klinischen Symptome begstdsich die Tendenz der immun-
histochemischen Auswertung, dass in den Gehirnentrdesgenen Mause weniger PrPsc

akkumuliert wird als in den Gehirnen von Wildtyp-&n. In allen Gehirnen klinisch
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kranker Wildtyp-Mause war PrPsc auch ohne NaPTAtlidaunachweisbar (Abb. 46 A),
wéhrend die Proben der tga20-M&ause erst nach N&RllAng und nur in zwei von drei
(frhes klinisches Stadium) bzw. in einem von vigpates klinisches Stadium) Fallen

schwach positiv waren (Abb. 46 B).

A
klinisches Krankheitsstadium : frih spat
NaPTA: T
PK-Verdau: - 4+ - + 4+ + 4+ + + + + o+
xxxx PREREEESE B
n u D O NN NN Y - N E
8 3282 £ JIT LA >
-
40 kDa
30 kDa
20 kDa
B
klinisches Krankheitsstadium : frih spat
NaPTA: + + + + + + + + + + +
PK-Verdau: -+ - + + + + + + + +
]
SeEopper 8
RER 8883 =
-
40 kDa
R
- 30 kDa
20 kDa

Abbildung 46: Western Blot Analyse: Vergleich deoBen von Wildtyp-Mausen (A) mit den Proben vor2@a
Mausen (B) im frilhen und spéten klinischen Krantdstadium nach ip-Inokulation. A: C57/Bl6-MauseieAl
Proben zeigen ohne NaPTA-Fallung deutliche, firsPrBpezifische Banden. B: tga20-Mause: Auch nach
NaPTA-Fallung sind PrPsc-spezifische Banden numvach und nicht in allen Proben nachweisbar. Zw =
Zeitwert; PK = Proteinase K; T = Tier; K = KontrejlkDa = Kilodalton.
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4.4.3 Orale Inokulation

4.4.3.1 PrPsc-Nachweis nach Immunhistochemie (IHC)

Nach oraler Inokulation zeigten sich praklinischdan Gehirnen von CD-1- und tga20-
Mausen keine PrPsc-spezifischen Ablagerungen.nnGihirnen der C57/BI6-Mause war bei
zwei Tieren PrPsc nachweisbar. Nach 166 dpi wies Jigeringgradige PrPsc Akkumulatio-
nen im Hirnstamm sowie in den Regionen des CerediDi@nzephalons auf. In den
vorherigen Untersuchungen waren bei diesem Tierew@@&E-spezifische Vakuolen noch
eine Astrozytose nachweisbar (Abb. 47). Auch kthisvar dieses Tier unauffallig gewesen.
Wie nach ic- und ip-Inokulation konnte somit auchcim oraler Verabreichung von RML
praklinisch PrPsc ohne die Ausbildung von Vakualanhgewiesen werden. Nach 212 Tagen
war bei Tier 2 eine mittel- bis hochgradige PrPs&umulation in allen untersuchten Gehirn-
bereichen nachweisbar. Bei diesem Tier zeigten sidétzlich TSE-spezifische Vakuolen
sowie eine Astrozytose (Abb. 48). Interessantemveisr dieses Tier ebenfalls klinisch

unauffallig gewesen.

HE-Farbung IHC: GFAP IHC: PrPsc

Abbildung 47: Immunhistochemischer Nachweis vonserifC) ohne die Ausbildung von TSE-spezifischen
Vakuolen (A) und Astrozytose (B) bei einer klinisehauffalligen C57/BlI6-Maus nach oraler Inokulatidi6
dpi — Tier 3 (Cortex; VergroRerung: 40x).

HE-Farbung IHC: GFAP IHC: PrPsc

Abbildung 48: Immunhistochemischer Nachweis vonderifC) und GFAP (B) in Anwesenheit von TSE-
spezifischen Vakuolen (A) bei einer klinisch undliffen C57/Bl6-Maus nach oraler Inokulation: 23# dTier
2 (Hirnstamm; VergréRerung: 40x).
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frihes Klinisches Stadium pates klinisches Stadium
dpi - Tier Nr. Gehimregion dpi - Tier Nr. Gehimregion
cb | Hs [ ce/i cb [ Hs | ce/Di
Mausstamm: CD-1
210 - Tier 1 (1%) +++ +++ * ++ * 237 - Tien1%) ++ +++ +++
- Tier 2 n.a. n.a. n.a. 25907er 1 n.a. n.a. n.a.
- Tier 3 +H+ +++ ++ 210 - Ti& (10%) n.a. et ¥ ++ ¥
" -Tier4 " +++ ++ +++ 220-Tig " n.a. n.a. n.a.
175 - Tier 1 (10%) ++ ++ ++ 235- Tr " n.a. n.a. n.a.
188 -Tier2 " ++ ++ ++ 260 - Tier " n.a. n.a. n.a.
200 -Tier3 +++ +H+ ++
215 -Tier4 +++ +H+ ++
Kontrolle 190 - Tier 1 -- -- -
Kontrolle 190 - Tier 2 -- -- - Kontrolle 210 - Tier ] .a n.a. n.a.
Kontrolle 210 - Tier 1 n.a. n.a. n.a. Kontrolle 210erT2 n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 210 - Tier 2 n.a. n.a. n.a. Kontrolle 237ierTl n.a. n.a. n.a.
Mausstamm: C57/BIl6
262 - Tier 1 (1%) +++ +++ +++ 226 - Tier 1 (1%) n.a. an. +++
252 -Tier1 " +++ +++ +++
268 - Tier 1 +++ +++ +++
Kontrolle 226 - Tier 1 -- -- -
Kontrolle 262 - Tier 2 -- -- - Kontrolle 262 - Tier - - - --
Kontrolle 262 - Tier 2 n.a. n.a. n.a. Kontrolle 262ierT2 n.a. n.a. n.a.
Mausstamm:
142 - Tier 1 (1%) +++ ++ + 139 - Tier 1 (1%) +++ ++ * +
153 -Tier2 " ++ ++ + 145 - Tier 2 - e +
75 - Tier 1 (10%) n.a. n.a. n.a 95 - Tier 1 (10%) ++ +++ +
140 - Tier2 " n.a. n.a. n.a. 10%.r2 " n.a. n.a. n.a.
145 -Tier 3 ++ ++ ++ 137 - Tier 3" ++ +++ + *
Kontrolle 76 - Tier 1 n.a. -- -
Kontrolle 76 - Tier 2 -- -- - Kontrolle 90 - Tidr n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 142 - Tier 1 -- -- - Kontrolle 90 -Tier2 n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 153 - Tier2 -- -- - Kontrolle 142 - Tier ] - - --

Tabelle 23: Immunhistochemischer Nachweis von PriRsc einzelnen Tiere der drei Mausstdmme (CD-1,
C57/BI6 und tga20) in den drei untersuchten Gebgiumen nach oraler Inokulation im frihen und spéate
klinischen Krankheitsstadium. Zw = Zeitwert; dpi Fage nach Inokulation; Nr. = Nummer; n.a. =

auswertbar; * = Lokalisation begrenzt auswertbar.

Im weiteren Krankheitsverlauf war PrPsc in den @en von klinisch kranken Tieren in

allen untersuchten Regionen nachweisbar (Tab.A®)h in den Gehirnen der tga20-Mause
konnten teilweise hochgradige PrPsc-AblagerungenBieneich des Kleinhirns und des
Hirnstammes festgestellt werden. Die Regionen deselfums/Dienzephalons wiesen
verglichen mit den Gehirnen beider Wildtyp-Stammierdings deutlich weniger PrPsc auf
(Tab. 23, Abb. 49). Auch hier zeigten sich bei @&2iusen des spaten klinischen Krank-

heitsstadiums im Bereich des Cerebellums und deseb@ens/Dienzephalons PrPsc-

Akkkumulationen ohne die Anwesenheit TSE-spezigsctVakuolen, wahrend in den

Gehirnen der beiden Wildtyp-Mausstamme beide Paearkerrelierten.

nicht
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frihes klinisches
Stadium:

spates klinisches
Stadium:

Abbildung 49: Immunhistochemischer Nachweis von erfPach oraler Inokulation mit 1%igem Gehirn-
homogenat in Gehirnen von klinisch kranken CD-1d tga20-Mausen (Bereich des Cerebrums/Dienzephalons
VergréRerung: 20x).

4.4.3.2 Western Blot

Praklinisch waren lediglich im Gehirn einer berertsien vorangegangenen Untersuchungen
auffalligen C57/Bl6-Maus (212 — Tier 2) PrPsc-sfisghe Banden ohne NaPTA-Fallung
nachweisbar. In allen anderen praklinisch untergciieren konnte PrPsc mittels Western
Blot Analyse nicht nachgewiesen werden. Auch dieivklinisch unauffallige, in der IHC
positive C57/BI6-Maus (166 — Tier — 3), war nachPNA-Fallung negativ fur PrPsc
(Ergebnis nicht gezeigt).

In den klinischen Krankheitsstadien waren die Enjgde der Western Blot Analyse ahnlich
denen nach ip-Inokulation. Wahrend in allen Prokkmsch kranker Wildtyp-Mause PrPsc
bereits ohne NaPTA-Fallung nachweisbar war (AbbAROwar fiir den Nachweis von PrPsc
in den Gehirnproben kranker tga20-Mé&use in alleflefr&ine NaPTA-Fallung notig und es
stellten sich nur schwache PrPsc-spezifische Bamtden(Abb. 50 B). Interessanterweise
konnten jedoch in den Proben von tga20-Mausenmiliel0%igem Gehirnhomogenat oral
inokuliert worden waren, auch nach NaPTA-Fallungn&ePrPsc-spezifischen Banden im
Western Blot nachgewiesen werden (Abb. 50 B rechi&gch immunhistochemischer
Markierung waren keine Unterschiede zwischen dedebeGruppen aufgefallen. PrPsc war
sowohl in den Gehirnen von Tieren, die mit 1%igdmaach mit 10%igem Gehirnhomogen

inokuliert worden waren, feststellbar.
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Abbildung 50: Western Blot Analyse: Vergleich voriléityp- (A) und transgenen Mausen (B) im friilhen und
spaten Krankheitsstadium nach oraler Inokulatioh 18- bzw. 10%igem Hirnhomogenat (HH). A: CD-1-
Mause: Es zeigen sich ohne NaPTA-Fallung deutli¢tie PrPsc spezifische Banden. B: tga20-Mause: Nach
NaPTA-Fallung: mit 1%igem Gehirnhomogenat (links)dsPrPsc-spezifische Banden schwach nachweisbar;
mit 10%igem Gehirnhomogenat (rechts) war PrPsc austh NaPTA-Fallung nicht nachweisbar. PK =
Proteinase K; T = Tier; K = Kontrolle; kDa = Kilolian.
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4.4.4 Zusammenfassung

Bereits in den vorangegangenen Auswertungen zsighe dass die hier untersuchten tga20-
Mause Uber den gesamten Beobachtungszeitraum umglelieh starker Auspragung TSE-

spezifischer Symptome sowohl eine geringere Vakiasling als auch eine geringere Induk-
tion der GFAP-Genexpression bzw. Astrozytenaktiuigrim Gehirn zeigten als die Tiere der
beiden Wildtyp-Mausstamme. Dies geht einher mieegbenfalls geringeren Akkumulation

von PrPsc. Nach allen drei Inokulationswegen watlen Gehirnen klinisch kranker tga20-
Mause weniger PrPsc nachweisbar verglichen mith#den Wildtyp-Mausstammen. Dies

konnnte mit beiden Nachweismethoden (Immunhistooheomd Western Blot Analyse)

gezeigt werden. Besonders deutlich zeigte sichUsieerschied nach den beiden peripheren
Inokulationswegen. Hier waren in den Gehirnen da20-Mause auch nach NaPTA-Fallung
die fur PrPsc typischen Banden nur schwach oddrt machweisbar, wéhrend sich in den
Proben beider Wildtyp-Stamme auch ohne NaPTA-FgllerPsc-typische Banden darstell-
ten. Dies geht einher mit den Ergebnissen der inmistochemischen Auswertung. Hier war
nach ip- und oraler Inokulation in den Regionen @=sebrums/Dienzephalons nur eine
geringgradige PrPsc-Akkumulation zu sehen und sdsaritUnterschied zwischen tga20- und

Wildtyp-Mausen am deutlichsten.

Ein weiterer Unterschied zwischen den transgenehdam Wildtyp-Mausen bestand darin,
dass bei hochgradig kranken tga20-Mausen (spéateisdkles Krankheitsstadium) nach ic-
Inokulation im Kleinhirn und nach ip- und oralerokulation im Kleinhirn sowie in den

Regionen des Cerebrums/Dienzephalons teilweise cPidtse die Ausbildung TSE-

spezifischer Vakuolen nachweisbar war, wohingegedein Gehirnen von Wildtyp-Mausen
ab dem dritten praklinischen Zeitwert bis hin zupdten klinischen Krankheitsstadium die
PrPsc-Akkumulation immer mit einer deutlichen Vaksierung einher ging.

Préklinisch zeigten sich in den tga20-Gehirnen &#dsagerungen nach ic-Inokulation nicht
und nach ip-Inokuklation nur bei einem Tier, waliten den Gehirnen beider Wildtyp-
Mausstamme regelméalig PrPsc in den Gehirnen Whinisauffalliger Tiere nachweisbar war.
Nach oraler Inokulation konnte PrPsc prakliniscin nei zwei der zwolf klinisch unauffalli-
gen C57/Bl6-Mause festgestellt werden. In dieséhdn préklinischen Stadien trat PrPsc in

einigen Fallen auf bevor TSE-spezifischer Vakualaohweisbar waren.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der klinische \aeifl von Scrapie in Zusammenhang mit
dem Auftreten von TSE-spezifischen Vakuolen soviereAstrozytose und der Akkumula-
tion von pathologischem Prion-Protein (PrPsc) imubtaodell untersucht. Zwei Wildtyp-
Mausstamme (CD-1 und C57/BI6) wurden mit dem transeg tga20-Mausstamm, der gegen-
Uber Wildtyp-Mausen das zellulare Prion-ProteinP@rim Gehirn um das ca. Zehnfache
Uberexprimiert (Fischeet al. 1996), verglichen. Die Inokulation der Tiere eglel intrazere-
bral (ic), intraperitoneal (ip) und oral mit Priongles maus-adaptierten Rocky Mountain
Laboratory (RML)-Stammes in der sechsten Passalg (6. Die Gehirne der Tiere wurden
zu verschiedenen praklinischen Zeitpunkten sowieemisetzenden TSE-typischen Sympto-

men und im spaten Krankheitsstadium untersucht.

5.1 Klinischer Verlauf

5.1.1 Inkubationszeiten

Definierte Inkubationszeiten sind charakteristisddderkmale fiir verschiedene Prionen-
Stamme in bestimmten Mauslinien. Es ist bekannss diie Inkubationszeiten von tga20-
Mausen sowohl nach ic-Inokulation als auch nachumpd oraler Inokulation mit dem maus-
adaptierten RML-Prionenstamm aufgrund ihrer Uberesgion von PrPc im Gehirn wesent-
lich kirzer sind im Vergleich zu Wildtyp-Mausen ¢Eheret al. 1996, Karapetyart al.
2009, Thackrayet al. 2002, Thackraet al. 2003). Dies bestatigte sich in der hier durchge-
fuhrten Studie. Nach ic-Inokulatierkrankten die tga20-Mause mit einer Inkubatior sz

60 * 4 dpi deutlich schneller als die Tiere dedkei Wildtyp-Mausstamme, die erst nach 144
+ 5 dpi (CD-1-Mause) bzw. nach 155 * 6 dpi (C57/®&use) deutlich ausgepragte Sympto-
me fur Scrapie aufwiesen. Dies korreliert gut n@h drgebnissen der oben genannten Auto-
ren, bei denen die Inkubationszeiten fur ic-inodué tga20-Mause durchschnittlich zwischen
59 und 62 dpi und fur Wildtyp-Mause durchschnittliewischen 134 dpi (CD-1) und 144
bzw. 145 dpi (C57/BI6) lagen (Fischet al. 1996, Karapetyaet al. 2009, Thackrayet al.
2002).

Nach_ip-Inokulatiorerreichten die tga20-Méause nach 81 = 3 dpi und\didtyp-Mause nach

199 £ 25 (CD-1) bzw. 205 % 10 dpi (C57/BI6) dastspirankheitsstadium. Auch Thackray
und Mitarbeiter wiesen verkirzte Inkubationszeitbrei ip-inokulierten tga20-Mausen
gegenuber Wildtyp-Mausen nach (Thackray al. 2003). Die Zeit bis zum spaten

Krankheitsstadium war bei tga20-Méausen in der ammannten Publikation etwas verlangert
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gegenuber den eigenen Ergebnissen (130 + 19 dprsten Versuchsansatz und 113 + 3 dpi
im zweiten Versuchsansatz), wahrend die ZeitwentéNildtyp-Mause mit den vorliegenden
Daten korrelierten (225 + 0 bzw. 204 + 10 dpi). drimalb eines Prionen-Stammes kdnnen
Inkubationszeiten geringflgig abweichen, wenn wagiedliche Passagen in einer Mauslinie
verwendet werden und sich somit abweichende Irdsitéitstiter ergeben. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Tiere mit 1,48 x 4@.Dso des RML-6 inokuliert, wéahrend in der Arbeit
von Thackray et al. ein Inokulum von RML-5-Prioneiit einem Titer von 1,32 X a.Ds,

verwendet wurde.

Wahrend nach ic- und ip-Inokulation alle inokuleTtTiere Scrapie-spezifische Symptome

entwickelten, erkrankten nach oraler Infektiont dem 1%igen Homogenat nur einzelne

Mause jedes Stammes. Der Uberwiegende Teil dee Tkeb klinisch unauffallig. Bei den
wenigen erkrankten Tieren zeigte sich aber, dask aach oraler Gabe vom RML-Prionen
die tga20-Mause ca. 100 Tage friher als die Wildtjjuse Symptome entwickelten. Dies
bestatigt die Ergebnisse von Thackray et al., dredén, dass alle tga20-Mause, die oral
inokuliert wurden, erkrankten, wahrend alle Wildiy{iuse (129Sv x C57/BI6) Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum (> 600 dpi) klinischuffallig blieben (Thackragt al.
2003). Abweichend zu den eigenen Ergebnissen ddaarallerdings in der genannten Studie
alle tga20-Mause und keine der Wildtyp-Mause, wadirie den vorliegenden Untersuchun-
gen jeweils einzelne Tiere aller drei Mausstammea@e-spezifische Symptome aufwiesen
und der Uberwiegende Teil der Tiere klinisch ur@lif blieb. Dies kann ebenfalls auf die
Verwendung einer friheren Passage von RML-Priomsvieseines anderen Wildtyp-Maus-

stammes zurtickgefiihrt werden, was mdglicherweiseifie bessere Adaptierung spricht.

Tga20- und CD-1-Mausen wurde in einem weiteren Brpnt eine 10%ige RML-Suspen-
sion, also eine zehnfach hohere Dosis, oral veidiireDanach zeigten alle Tiere beider
Mausstamme das fiir Scrapie typische Krankheitshittiwaren somit fur die Beurteilung der
klinischen Symptome aussagekraftiger. Die tga209daerreichten nach 114 + 23 dpi und
die CD-1-Méause nach 231 * 29 dpi das spate klieid¢tankheitsstadium. Auch hier wurde
deutlich, dass nach oraler Verabreichung von RMb#iegm die Inkubationszeiten der tga20-
Mause kirzer waren als die der Wildtyp-Mause. Hératale Inokulationsroute war zudem
eine deutlich hohere Dosis nétig, um das typischrankheitsbild zu erzeugen. Bereits
Kimberlin und Walker beschrieben den oralen Wegdasam wenigsten effektive Inokula-
tionsroute verglichen mit ic- und ip-Inokulationifiberlin and Walker 1988). Im Gegensatz
zu ic- und ip-Inokulationen, bei denen die MagenrD#&®assage umgangen wird, entspricht

die orale Infektion der natirlichen Inokulationsi@uDie langeren Inkubationszeiten nach
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oraler Gabe stehen den naturlichen InfektionenzaBe Scrapie beim Schaf, BSE oder CJD
wesentlich naher, wéhrend ic- und ip-Inokulatioremsschlie3lich experimentell genutzt
werden und naturlicherweise nicht vorkommen. Na@leo Aufnahme von Prionen ist noch
immer nicht abschlielRend geklart, wie der Erregen\Darm in das Gehirn gelangt. Prionen
werden von M-Zellen (sog. ,microfold cells®), diecls im Schleimhautepithel Gber den
Lymphfollikeln befinden, aufgenommen. Sie transigoen die Prionen tUber Transcytose auf
die basolaterale Seite und somit in die Peyer'séfatien und Nervenendigungen des Darms
(Heppneret al. 2001). Neuere Untersuchungen konnten zeigen,adadsr Weiterverbreitung
von Prionen in andere lymphatische Gewebe und ® mriphere Nervensystem auch
Makrophagen beteiligt sind (Takakuea al. 2011). Uber das sympathische und parasympa-
thische Nervengeflecht breiten sie sich bei einigermen bis in Milz und Tonsillen aus (z.B.
Scrapie beim Schaf, vCJD). Lymphgewebe scheintdiér Replikation von Prionen eine
wichtige Rolle zu spielen. Im Mausmodell sind nacaler Infektion die Peyer'schen Platten
notig, damit sich eine Prionen-Erkrankung ausbildann (Prinzet al. 2003). Weiterhin sind
die Anwesenheit funktionaler Follikularer Dendrmtier Zellen (FDCs) sowie B-Lymphozy-
ten im Lymphgewebe unerlasslich (Montragb al. 2000; Klein et al. 1997). Ins ZNS
gelangen Prionen schlie3lich Gber sympathischerfasedas Rickenmark bzw. Uber den
Nervus vagus und somit tber parasympathische latiervdirekt ins Gehirn (Hoffmaneat

al. 2007).

5.1.2 Symptome

Neben den Inkubationszeiten wurde auch das klieiditd der einzelnen Tiere mit einset-
zenden TSE-spezifischen Symptomen und im spatenkKeitsstadium dokumentiert. Fur
RML-6-Prionen wurden hier erstmals in einer Studie im Krankheitsverlauf auftretenden
Symptome bei CD-1-, C57/BI6- und tga20-M&ausen ndich verschiedenen Inokulations-

wegen verglichen.

Nach _ic-Inokulationzeigte sich bei CD-1- und tga20-Mausen eine varigiare Symptoma-
tik. Wichtigste Symptome waren eine fortschreiteAdi@xie, Abmagerung und Lethargie, ein
stumpfes und struppiges Fell sowie die AusbilduimgreKyphose. Dabei handelt es sich um
typische, Scrapie-spezifische Symptome, die benegisrfach beschrieben wurden (Chandler
1961, Dickinsoret al. 1968, Karapetyaet al. 2009, Thackrayt al. 2002). Bei der Kyphose
handelt es sich um eine nach dorsal konvexe Aufkring der Wirbelsaule. Sie entsteht,
wenn das Zusammenspiel zwischen Knochen, Musketh Bdandern gestort ist und kann
daher vielfaltige Ursachen haben. Eine mogliche athie bei Scrapie konnte eine
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Dysfunktion in der synaptischen Ubertragung undisder Muskelkontraktion sein. Mulcahy
et al. beschreiben den Nachweis von PrPsc an deomeskuldren Endplatte und vermuten
die Ausbreitung von Prionen vom Axon in die Sketetskulatur (Mulcahyet al. 2004). In
der Studie von Thackray und Mitarbeitern wurde dig ic-Inokulation von RML-Prionen
starker Juckreiz bei tga20-Mausen in 40% der Ridkchrieben (Thackragt al. 2002). Dies
trat in den hier durchgefuhrten Versuchen nicht auf

Die C57/Bl6-Mause wiesen in der vorliegenden Studisétzlich zu den beschriebenen
Symptomen ein fir sie charakteristisches nervogegp®m auf: In unregelmaligen Abstan-
den auftretende Zuckungen der Hautmuskulatur ineiBerdes Rickens sowie eine Parese
der Hintergliedmal3en mit lateraler Abspreizung lderterfiiRe. Derartige Kontraktionen der
Hautmuskulatur wurden im Mausmodell bisher nichddbeieben. Abzugrenzen ist dies von
dem bei mit Scrapie infizierten Schafen auftretenddtern, da die Kontraktionen weniger
frequent auftraten und nicht in ein Zittern Ubeggin. Eine Parese der Hintergliedmal3en ist

bei Mausen bereits beschrieben worden (Westatwal; 1994; Langeviret al.2011).

Wahrend beide Wildtyp-Mausstdmme nach allen drakufationsrouten die &ahnlichen
klinischen Symptome zeigten, unterschied sich diasskhe Bild peripher inokulierter tga20-
Mause wesentlich von den Symptomen, die ic-inokidigga20-Mause aufwiesen. So zeigten

sie nach_intraperitonealemd oraler Inokulatioreine extrem langgestreckte Korperhaltung

ohne Ausbildung einer Kyphose. In der Studie voackinay und Mitarbeitern, die ebenfalls
tga20-Méause nach ip- und oraler Infektion mit RMttieRen untersuchten, wurde eine solche
Veréanderung der Symptomatik gegentber ic-Inokutationicht beschrieben (Thackretyal.
2002 und 2003). In den hier durchgefuhrten Untdrsagen war dies bei den tga20-Mausen
eindeutig der Fall. Intrazerebral inokulierte tgd@8use waren ausnahmslos anhand des
klinischen Bildes von den peripher inokulierten 2gaMausen unterscheidbar. Bolea und
Mitarbeiter inokulierten tga20-Mause intraperitoneait C506M3 Scrapie-Prionen und
beschrieben Bewegungsstorungen, GewichtsverlusEmtkraftung als klinische Symptome
(Boleaet al. 2010). Allerdings lag der Fokus der Studie niaftéder Beschreibung klinischer

Symptome und es fand kein Vergleich zu ic-inoktdierTieren statt.

Dass nach Inokulation eines Mausstammes mit einestirbmten Prionen-Stamm zwei
verschiedene klinische Bilder nach unterschiedhchmkulationswegen auftreten, dass also
das klinische Bild abhangig vom Inokulationsweg ist bisher nur bei den transgenen tg338-
Mausen, die das MgRi154Q171 Allel des ovinen PrP um das Achtfache Uberexprieme

beschrieben worden (Langeviet al. 2011). In dieser Studie wurden tg338-Mause
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intrazerebral und intraperitoneal mit 127S Scrapienen infiziert. Die Tiere zeigten nach ic-
Inokulation Ubererregbarkeit, Hyperasthesie, scl@aden Gang und einen aufgerollten
Schwanz, wahrend ip-inokulierte Mause Lethargiekubgus sowie eine Parese der Hinter-

gliedmal3en aufwiesen.

Es wurde postuliert, dass der Verlauf bzw. dieiglhe Auspragung von Scrapie abhangig
von der Infektionsausbreitung und Replikation irstbemten klinischen Zielregionen des
Gehirns (,clinical target areas”) ist (Kimberlet al. 1983, Kimberlin und Walker 1986). Die
Autoren erklarten sich damit die unterschiedliangen Inkubationszeiten nach verschiedenen
Inokulationsrouten. Dass dabei verschiedene Synmptauftreten, die abhangig vom
Inokulationsweg sind, wurde nicht beschrieben. Katgan et al. (2009) fanden, in
Korrelation mit den hier dargestellten Ergebnisséig, starksten PrPsc-Akkumulationen bei
ic-inokulierten tga20-Mausen im Bereich des Hirnstzes und des Thalamus und vermute-
ten, dass diese beiden Gehirnbereiche die klinisctielregionen dieser Mause darstellen
(Karapetyaret al. 2009). Es wére denkbar, dass bei den tga20-Mé&usem ic-Inokulation
andere Klinische Zielregionen des Gehirns betro$ied als nach ip- und oraler Inokulation.
Tatsachlich ergaben die hier durchgefuhrten Unténsigen nach ip- und oraler Inokulation
eine deutlich geringere PrPsc-Ablagerung im Beréiesi Cerebrums und Dienzephalons mit
Cortex, Hippocampus, Corpus striatum, Thalamus KHypothalamus (siehe Abb. 7) vergli-
chen mit den ic-inokulierten tga20-Mausen. Diegéogrt mit den Ergebnissen von Langevin
et al. in tg338-Mausen. Sie konnten ebenfalls zeigass die Infektionsroute die Verteilung
von PrPsc bestimmt. Nach ip-Inokulation war die $8fRblagerungen beschrankt auf den
Hirnstamm und den Hypothalamus, wahrend nach ikdladion zahlreiche PrPsc-Ablagerun-
gen Uber mehrere Gehirnegionen, wie z.B. Hirnstami@sencephalon, Hippocampus und
Septum verbreitet waren (Langewh al. 2011). Die Autoren weisen darauf hin, dass durch
die Plazierung der Injektionsnadel bei ic-Inokwdagn Prionen in Gehirnregionen gelangen,
die nicht zu den bestimmten klinischen Zielregiorsihlen und somit ein abweichendes
klinisches Bild erzeugt wird. Dies erklart allergsnicht, warum Wildtyp-Mause ein einheit-
liches klinisches Bild unabhéangig vom Inokulatioegnzeigten. Sie wiesen nach allen drei
Inokulationsrouten die gleichen Klinischen Symptoau# und es ergaben sich auch keine

Unterschiede im Nachweis von PrPsc bezuglich desciedenen Lokalisationen.

Ein weiterer Faktor, der das Lasionsprofil und domsmich den klinischen Verlauf der
Erkrankung beeinflussen kénnte, ist das Glykosyhgsprofil des zellularen Prion-Proteins
(PrPc). PrPc ist ein Glykoprotein, das nicht-, mobpw. di-glykosyliert vorliegen kann. Es

ist bekannt, dass die Glykosylierung von PrPc @ikulére Lokalisation des Proteins beein-
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flusst (Cancellottiet al. 2007) und dass das PrPc-Glykosylierungsmuster ehir@ von
gesunden Wildtyp-Mausen je nach Gehirnregion veéeslem ist (Beringueet al. 2003,
DeArmondet al. 1999). Die Glykosylierung von PrPc spielt aul3ercne wichtige Rolle fur
die Lokalisation der PrPsc-Ablagerung im Gehirn sodhit fir die resultierende Neuropatho-
logie und das klinische Bild (Cancello#t al. 2007, DeArmoncet al. 1997, Levavasseat
al. 2008, Tuziet al. 2008).

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen tga20d Wildtyp-M&ausen, der Einflul3 auf die
Ausbildung der klinischen Symptome haben kénntegliis inhomogene Uberexpression von
PrPc im Gehirn der tga20-Mause. Karapetyan etaainten zeigen, dass die Uberexpression
von PrPc im Gehirn von tga20-Mausen nicht homogenim Gegensatz zu der PrPc-
Expression in C57/Bl6-Maus-Gehirnen (Karapetgadral. 2009). Im Hirnstamm findet sich
bei tga20-Mausen beispielsweise eine um das 21fachéhte Expression, wahrend im
Cortex nur eine 5,5fache Erhdhung verglichen zu/Bls/Mausen auftritt. Dies wirde auch
zu den eigenen Ergebnissen des immunhistochemid¢aeimveises von PrPsc passen, denn
nach ip- und oraler Inokulation akkumulierten tgd28use im Bereich des Cortex deutlich
weniger PrPsc als die Wildtyp-Mause und ic-inoki#i¢ga20-Mause.

5.2 Vakuolisierung

Die Ausbildung von Vakuolen im Gehirn ist Teil ddeuropathologie von Prionen-Erkran-
kungen. lhr Verteilungsmuster ist je nach Prion&am®n und Tierart charakterisisch und
ergibt ein definiertes Lasionsprofil. Es werden zmerphologische Wege bei der Entstehung
von Vakuolen vermutet. Zum einen eine Schwellung Bendriten und Axonen und Verlust
intrazellularer Organellen; zum anderen eine Dilata membrangebundener Organellen
innerhalb der Neuriten und des Perikaryons (Ba&kteal. 1990, Ersdakt al. 2004, Jeffreyet

al. 1992, Jeffreyet al. 2011). Genexpressionsanalysen haben gezeigtdaaExpression von
Genen des Zytoskeletts nach einer Prioneninfekteéndert ist (Skinnegt al. 2006). Dazu
gehdren beispielsweise der ,actin related protégkdbmplex”, Neurofilament 3, Peripherin

| und Vimentin. Die Autoren vermuten eine Rolles#ieverdnderten Genexpressionen bei der
Entstehung von Vakuolen in Neuronen. Zudem reicls&th PrPsc in Lysosomen an
(McKinley et al. 1991). Eine neuere Studie konnte zeigen, dass Zabhund Grof3e der
Lysosomen erhoht sind (Jeffrey al. 2009). Méglicherweise schadigt PrPsc diese Zedlorg
nellen, die sowohl zellfremdes als auch zelleigéviaterial abbauen kénnen, und es werden

Verdauungsenzyme freigesetzt, die zu Vakuolenbddiihren. Diskutiert werden aul3erdem
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neurotoxische Faktoren in Verbindung mit der atdinden Astrozytose und eine mogliche
direkte Neurotoxizitat des PrPsc (Chiesa and H20l; Forloniet al. 1993).

Die Beurteilung der Vakuolisierung erfolgte in deedArbeit am histologischen Schnitt nach
HE-FarbungDie Ergebnisse zeigen, dass die Ausbildung klilss@ymptome nicht mit der
Starke der spongiformen Lasionen korreliert. Obwabalhier untersuchten transgenen Mause
das zellulare Prion-Protein, das essentiell istdiér Ausbildung der Krankheit (Buelet al.
1993), stark Uberexprimieren und schneller krankdee als die Wildtyp-M&use, war die
Vakuolisierung ihres Gehirns deutlich schwachei. @eich starker Manifestation klinischer
Symptome zeigte sich eine geringere Ausbildung gif@mer Lasionen. Die Ausbildung
spater Krankheitssymptome war in den beschriebafensuchen somit unabhangig vom
Grad der Vakuolisierung.

Bei den CD-1- und C57/BI6-Mausen waren nach alken ldokulationsrouten alle untersuch-
ten Regionen des Gehirns betroffen, wobei sich siégksten Lasionen im Bereich des
Kleinhirns und des Hirnstammes darstellten. Dieeflatdes Cerebrums und Dienzephalons
(siehe Abb. 7) waren ebenfalls immer mitbetroff@enn auch etwas schwécher vakuolisiert.
Im Gegensatz dazu zeigten sich bei den tga20-Mauseim Bereich des Hirnstammes nach
allen drei Inokulationsrouten spongiforme Veréandgen. Die Anteile des Cerebrums und
Dienzephalons waren nur nach ic-Inokulation inralféllen verandert und nach den beiden
peripheren Inokulationswegen wesentlich seltened wohwacher betroffen. Zu einem
ahnlichen Ergebnis kommen Langevin und Mitarbelier tg338-Mausen, die mit 127S
Scrapie-Prionen ic- und ip-inokuliert wurden (Lawigeet al. 2011). Ip-inokulierte Tiere
zeigten eine ahnlich starke Auspragung klinischen@ome, obwohl nach ip-Inokulation nur
der Hirnstamm und Cortex betroffen waren, wahraod die Vakuolisierung ic-inokulierter

Tiere Uber mehrere Anteile des Gehirns erstreaktestérker ausgepragt war .

Dass die Auspragung klinischer Symptome unabhéwgng Vakuolisierungsgrad ist, zeigte
sich zusatzlich darin, dass in den Gehirnen dedWfitMause bereits préklinisch, also bei
klinisch unauffélligen Tieren, eine deutliche Vakserung der Gehirnareale auftrat, die
starker war als bei tga20-Mausen im spaten Kramgstadium. In den Gehirnen der tga20-
Mause waren praklinisch zu keinem Zeitpunkt TSEzg@ehe Vakuolen in den Gehirnen

nachweisbar.

Es konnte also erstmals gezeigt werden, dass tg&2@e sowohl nach ic- als auch nach ip-
und oraler Inokulation von RML-Prionen trotz veigldbarer Auspragung der Symptome

deutlich weniger spongiforme L&sionen aufweisenVdiklityp-Mause. Eine starke Vakuoli-
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sierung scheint somit weder notwendig noch auseeidhzu sein fur die Ausbildung von

klinischen Symptomen bis hin zum spaten KrankhigsitBsm.

Auch bei zwei anderen Tierspezies sind abweichemd klassischen histopathologischen
Bild keine Vakuolen im Gehirn nachweisbar. Bei ldoh kranken Nerzen vom Chediak-
Higashi-Genotyp (Marskt al. 1976) und in Schafen, die experimentell mit SSBRZfapie-
Prionen infiziert wurden (Begara-McGorugt al. 2002) fand keine Vakuolisierung statt
(Jeffreyet al.2011).

5.3 Astrozytose
Astrozyten sind die groRten Gliazellen des ZNS wvetden daher auch als Makroglia

bezeichnet. Sie bilden zytoplasmatische Fortséise die mit Nervenzellen und perivaskular
mit Blutkapillaren in Verbindung stehen. Astrozyteeagieren auf die verschiedensten
Hirnlasionen mit Hypertrophie und Proliferationnei Astrozytose. Sie besitzten ein hohes
antioxidatives Potential und schitzen Neuronen wvgidativem Stress. Eine reaktive

Astrozytose ist daher eine unspezifische Abwehtrealder Gliazellen auf verschiedene z.B.
traumatische oder ischamische Veranderungen. Smmkameben Prionenerkrankungen auch
bei Morbus Alzheimer vor und kann geringgradig abehMorbus Parkinson auftreten.

Das Intermediarfilament Glial Fibrillary Acidic Pian (GFAP) dient als spezifischer Marker
fur Astrozyten, wobei dessen Funktion in Astrozytegitestgehend ungeklart ist. Es scheint
jedoch fir die Ausbildung von stabilen astrozytéifentsatzen zu Neuronen essentiell zu sein
(Weinsteinet al. 1991). Prionen-Erkrankungen fuhren in ihrem Vdrlau einer reaktiven
Astrozytose mit erhdhter GFAP-Expression (Buedtral. 1993, Lazariniet al. 1994,
Manuelidis et al. 1987, Wietgrefeet al. 1985). Dabei werden verschiedene Cytokine wie
Interferone  (IFMpha |FNbeta IFNgamm@ und Interleukine (IL-1, IL-6, IL-8) sowie
Tumornekrosefaktoren (TNfna TNFwety und Prostaglandin E2 (Williamst al. 1997)
freigesetzt. Aullerdem aktivieren aktivierte Astitery Mikrogliazellen, die ebenfalls
Cytokine wie Interleukin-13 und Interleukin-6 aussiten (Peyriret al. 1999).

In der vorliegenden Studie erfolgte der Proteinmagh des GFAP mittels Immunhistochemie
(IHC) am histologischen Schnitt. Die GFAP-Genexpi@s wurde semi-quantitativ mittels
RT-PCR und Northern Blot Analyse untersucht. Im &egtz zu dem Vorkommen TSE-
spezifischer Vakuolen und dem Nachweis von PrPscdevudie Astrozytenzahl nach

immunhistochemischer Markierung nicht in den eineal Gehirnregionen (Abb. 7), sondern
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im Gehirn insgesamt beurteilt. Auch fur die Untetsungen zur GFAP-Genexpression wurde

die RNA aus einer Gehirnhalfte, nicht aber ausniefien Gehirnarealen untersucht.

Die Resultate zeigen, dass das Ausmald der Astroagtigierung nicht mit der Auspragung
klinischer Symptome korreliert. Die Astrozytenaktiung war, ebenso wie die Vakuolisie-
rung, in den Gehirnen der tga20-Mause nach allenldokulationswegen in vergleichbaren
Krankheitsstadien deutlich schwécher ausgebildetbal den Tieren der beiden Wildtyp-
Mausstamme. Ahnlich wie TSE-spezifische Vakuolenrite auch eine Astrozytose bereits
bei klinisch unaufféalligen Tieren festgestellt wend Dies war ebenfalls nur bei den Wildtyp-
Mausen regelmalig und in starker Auspragung ddy wahrend bei klinisch unauffalligen

tga20-Mausen nur nach ic-Inokulation sehr vereingetinggradig erhohte Astrozytenzahlen

auftraten.

Nach den beiden peripheren Inokulationsrouten wati@n Unterschiede zwischen den
transgenen und den Wildtyp-Méausen deutlicher athnatrazerebraler Inokulation. In der
immunhistochemischen Auswertung zeigte sich bdsp&se sowohl nach intraperitonealer
als auch nach oraler Gabe von RML kein signifika#astieg der Astrozytenzahl bei den
tga20-Mausen, wahrend die Astrozytose bei den fieler beiden Wildtyp-Mausstamme
ahnlich stark ausgebildet war wie nach intrazedlebrénokulation. Bisher gibt es keine
entsprechenden Studien zu diesen peripheren Intakdavegen bei tga20-Mausen.
Vergleichbare Ergebnisse finden sich fur tg338-Méausangevin und Mitarbeiter konnten
ebenfalls im Gegensatz zur ic-Inokulation keinensttey der GFAP-Expression bei ip-
inokulierten Mausen nachweisen (Langeetral. 2011). In einer Studie, in der C57/BI6- und
tga20-Mause intrazerebral mit RML inokuliert wurdewurden im Gegensatz zu den
vorliegenden Ergebnissen keine Unterschiede bediigler Starke der Vakuolisierung und
der Astrozytose, die mittels Immunhistochemie nagtigsen wurde, beschrieben (Thackray
et al. 2002). Beide Parameter wurden allerdings nichintifiziert, so dass Unterschiede

zwischen den beiden Mausstammen maoglicherweisé dezhtlich wurden.

Eine grundsatzlich geringere Anzahl an Astrozytew.beine niedrigere GFAP-Genexpres-
sion in den Gehirnen gesunder, unbehandelter ty&se konnte nach Vergleich der ausge-
werteten Gehirne von nicht-inokulierten Kontroltéa der drei Mausstamme ausgeschlossen

werden.

Verschiedene andere Studien zeigten ebenfalls, &S8P fir die Pathogenese der
Erkrankung nicht essentiell ist. GFAP-knockout-M&wssnd ebenso empfanglich fir Scrapie

wie Wildtyp-Mause. Nach intrazerebraler Inokulatioon Gfap’-Mausen mit Scrapie-
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Prionen wiesen diese eine typische Scrapie-spelzdisNeuropathologie und &hnliche
Inkubationszeiten auf wie inokulierte Wildtyp-M&au&omiet al. 1995, Tatzelet al. 1996).
Dennoch gibt es zahlreiche Hinweise, dass GFAPhdug eine Rolle in der Pathogenese von
Prionen-Erkrankungen spielen kann. Biochemischei&tuzeigten eine spezifische Bindung
zwischen PrPsc und GFAP (Oesthal. 1990). Dong et al. konnten Komplexe zwischen PrPc
und GFAP und somit ebenfalls eine Interaktion zivestbeiden Proteinen nachweisen (Dong
et al. 2008). Inwieweit eine solche Proteininteraktiomr flie Pathogenese von Prionen-

Erkrankungen wichtig ist, ist ungeklart.

Die in dieser Studie angewendeten verschiedenehddeh zum Nachweis einer Astrozytose
(Immunhistochemie, RT-PCR, Northern Blot Analysefdrten bei hochgradigen Verande-
rungen ubereinstimmende Ergebnisse. Bei geringgeadirhohung der Astrozytenzahl bzw.
der GFAP-Genexpression, wie z.B. in frihen prakthen Krankheitsstadien oder auch bei
den tga20-Méausen, waren die Resultate in einzek#@len nicht vollstdndig Ubereinstim-
mend. Auch Manuelidis et al. beschrieben eine tearpdiskrepanz bei dem Nachweis einer
Astrozytose mit verschiedenen Methoden. Es zeigteim dabei uneinheitliche Ergebnisse in
der GFAP-Genexpression und der GFAP-Immunoreaéitivin praklinischen Stadium bei
Hamstern, die mit in Nagern mehrfach passagiertemamen CJD-Prionen intrazerebral
inokuliert waren (Manuelidist al. 1987). Die Autoren fuihren diese temporare Disknepuf
eine unterschiedliche Sensitivitat der verschiedeMethoden zuriick. Wie auch in den
beschriebenen Untersuchungen, waren die Ergehiésdeeiden Methoden mit zunehmender
Starke der Astrozytose einheitlich. Dies zeigt,sdbei geringgradigen Veranderungen der
GFAP-Genexpression die eingesetzte Nachweismetdaldnterpretation der Ergebnisse
nicht unerheblich beeinflussen kann. Daher istimsvsll, verschiedene Nachweismethoden

innerhalb einer Studie einzusetzen, um letztenddiale Tendenzen ableiten zu kdnnen.

5.4 PrPsc

Neben der spongiformen Degeneration und einer adtien Gliose findet bei TSE-Erkran-
kungen aul3erdem eine Akkumulation des pathologmsEti®n-Proteins (PrPsc) im ZNS statt,
dessen Verteilung charakteristisch fir einen besten Prionen-Stamm ist. Daher wurden in
dieser Arbeit zusatzlich zu Vakuolisierung und Agftose die PrPsc-Ablagerungen in den
Gehirnen der Mause untersucht. Der Nachweis vosdeFolgte mittels Immunhistochemie

und Western Blot Analyse.

Ahnlich der Ausbildung TSE-spezifischer Vakuolenduder Aktivierung von Astrozyten
korreliert die Ablagerung von pathologischem Prinotein nicht mit der Starke der neuro-
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pathologischen Symptome. Nach allen drei Inokutesiiouten, besonders deutlich aber nach
ip- und oraler Inokulation, zeigten wiederum di@2@-Mause weniger PrPsc im Gehirn als
die Tiere der beiden Wildtyp-Mausstamme bei glesthrker Ausbildung der Krankheits-
symptome. Dies zeigte sich nach immunhistochemisbtakierung besonders deutlich im
Bereich des Cerebrums und Dienzephalons und steegalh auch in der Western Blot
Analyse wider. Wahrend in allen Proben klinischnker Tiere beider Wildtyp-Mausstamme
PrPsc bereits ohne NaPTA-Fallung nachweisbar wair fiw alle Proben von tga20-Gehirnen
eine NaPTA-Fallung nétig und auch danach warewégsle keine PrPsc-spezifischen Banden

bei klinisch kranken Tieren nachzuweisen.

Zwei weitere Studien hatten nach ic-Inokulation WiML-Prionen ebenfalls weniger PrPsc in
den Gehirnen terminal kranker tga20-Mause im Vérgleu Wildtyp-Mausen nach Western
Blot Analyse bzw. nach immunhistochemischer Markigy festgestellt (Fischeat al. 1996,
Karapetyanet al. 2009). Auch nach ic-Inokulation mit anderen Pri;i&ammen, wie z.B.
ME7 und 22L, akkumulieren tga20-Mause weniger PripscGehirn als Wildtyp-Mause
(Karapetyaret al. 2009). Eine mégliche Erklarung hierfur ist, dass th den Gehirnen von
tga20-Mausen Uberexprimierte PrPc nicht bzw. nautgichend zu PrPsc konvertiert wird.
Karapetyan und Mitarbeiter fanden heraus, dass RI& von nicht-infizierten tga20-
Gehirnen resistenter gegentber dem Verdau mit iReste K ist als das PrPc von Wildtyp-
Mausen (Karapetyaet al. 2009). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dasdterexpres-
sion von PrPc in tga20-Gehirnen in einem missgetfalt, aggregierten PrPc resultiert, das
aber nicht in pathologisches PrPsc konvertiert emrkiann. Diskutiert wird aul3erdem, dass
die Akkumulation von PrPsc ein zeitabhangiger Psszeein konnte und die Inkubations-
zeiten bei diesem Mausstamm einfach zu kurz sindabnliche PrPsc-Mengen im Gehirn
anzureichern wie bei Wildtyp-Mausen (Fiscletral. 1996, Karapetyaet al. 2009). Diese
Hypothese muss nach den vorliegenden Ergebnissem féw die Ausbildung von TSE-

spezifischen Vakuolen und einer reaktiven GliosBetracht gezogen werden.

Fur die beiden peripheren Inokulationswege gibbisker keine vergleichbaren Studien fur
die tga20-Mause. Fur die tg338-Mause wurden jedidufliche Ergebnisse beschrieben. In
den Gehirnen von kranken, ip-inokulierten Tieren rdeu zehnmal weniger PrPsc

nachgewiesen als in den Gehirnen von kranken aktilierten Tieren (Langeviat al.2011).

Zudem war in der vorliegenden Arbeit in den Gehmrrven Wildtyp-Mausen haufig bereits
praklinisch mehr PrPsc nachweisbar als in den @Gehiklinisch kranker tga20-Mé&use. Das

Auftreten von PrPsc im Gehirn ohne die Ausbildueginopathologischer Symptome wurde
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auch in anderen Modellen beschrieben. Nach Inokmaton aufgereinigtem PrPsc aus GSS-
Patienten im Mausmodell trat eine massive PrPsaAkKation ohne die Ausbildung
klinischer Symptome auf (Piccardd al. 2007). Untersuchungen nach oraler ,low-dose*-
Inokulation in tga20- und Wildtyp-Mausen zeigteresfalls eine signifikante Akkumulation
von PrPsc im Gehirn der Tiere, ohne dass klinis&yraptome erkennbar waren (Thackedy
al. 2003).

Da in den hier durchgefuhrten Untersuchungen eeélidhe Ausbildung TSE-spezifischer
Vakuolen sowie eine Astrozytose und PrPsc-Akkunmanachgewiesen werden konnte,
ohne dass Scrapie-assoziierte klinische Symptorfteaan, missen auch mdgliche andere
Faktoren in Betracht gezogen werden. Obwohl dierdtenizitat von PrPsc selbst beschrie-
ben wurde (Chiesa and Harris 2001; Forlenal. 1993) und PrPsc noch immer als die infek-
tiocse Ursache bei Prionen-Erkrankungen angesehet) wird das Vorhandensein weiterer
Faktoren seit Jahren diskutiert. Bereits im Hetenedisationsmodell wird die Beteiligung
eines sogenannten ,Protein X* vermutet, das bigdgch nicht charakterisiert werden konn-
te. Da in der vorliegenden Studie einerseits de2@gMause bei gleich starker Ausbildung
klinischer Symptome deutlich weniger VakuolisieruAgtrozytose und PrPsc-Akkumulation
aufwiesen verglichen zu Wildtyp-Mausen und andefegsklinisch unauffallige Wildtyp-
Mause vor dem Auftreten von Symptomen bereits mé&hénderungen zeigten als kranke
tga20-Mause, scheint die Existenz eines neurotbgis@gens neben PrPsc sehr wahrschein-
lich. Neben den genannten neuropathologischen derangen kommt es bei der Infektion
mit Prionen aulRerdem zu neuronalem Zelltod durchptgse (Forlonet al. 1993, Giesest

al. 1995). Diese Vorgange, die in der vorliegenderdi®tuicht untersucht wurden, spielen
ebenfalls eine Rolle bei der Manifestation klinisclsymptome. Lasmezas$ al. (1997), die

in Gehirnen von C57/BI6-Mausen trotz klinischer $yame weder PrPsc noch Vakuolen
oder eine Astrozytose nachweisen konnten, fandgerdierte Zellen in der Purkinje-Zell-
Schicht und in der CAl-Region des Hippocampus unidnien die elektronenmikroskopi-
schen Charakteristika einer Typ | Apoptose zuordrigementsprechend wird zunehmend
vermutet, dass die klinische Erkrankung durch \&nwn Neuronen durch Apoptose entsteht
(Jeffreyet al. 2011, Kovacs and Budka 2009). So konnte bei SShedpie beispielsweise
eine Erh6hung pro-apoptotischer Faktoren wie z.BKESerranoet al. 2009) im Gehirn
nachgewiesen werden. Drew und Mitarbeiter wiesae @iktivierung von Caspasen sowohl
im Gehirn als auch in peripheren Organen wie Nieusge und lleum im Mausmodell nach
(Drewet al.2011).
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Insgesamt beruhen die bisherigen Erkenntnisse dégkolaren Ablaufe der Neurotoxizitat
bei Prionenerkrankungen noch immer stark auf Veunmggn (Aguzziet al. 2007, Langevin
et al. 2011, Mallucci and Collinge 2005). Unklar ist apgharum in manchen subklinischen
Verlaufen viel PrPsc und starke Infektiositat nashigsen wird (Hillet al. 2000; Racest al.
2001), ohne dass sich klinisch Symptome manifestievahrend in anderen Fallen, wie auch
in der vorliegenden Studie, bei hochgradig erkrankfieren wenig PrPsc nachgewiesen wird
(Langevinet al.2011).

Der Nachweis von PrPsc war nicht immer gekoppeltdenAusbildung TSE-spezifischer
Vakuolen. Bei den Wildtyp-Mausen war PrPsc prakthi haufig nachweisbar noch bevor
sich TSE-spezifische Vakuolen ausbildeten. Erstwmiteren klinischen Verlauf war der
Nachweis von Vakuolen in den Gehirnen der Wildtygtde immer gekoppelt an das Auftre-
ten von PrPsc. Bei den tga20-Mausen zeigte siabcfeduch im spaten Krankheitsstadium,

beispielsweise im Kleinhirn, eine PrPsc-Akkumulatahne die Bildung von Vakuolen.

Dies korreliert mit den Ergebnissen anderer Studw@iliams und Mitarbeiter (1997), die
Mause mit dem BSE-Stamm 301V intrazerebral inokidie konnten ebenfalls bereits
praklinisch PrPsc-Ablagerungen und erst im weitéreriauf der Erkrankung eine Vakuoli-
sierung nachweisen. In einer Untersuchung von telimkranken C57/BI6-Mausen, die
intrazerebral mit BSE inokuliert wurden, waren, vaiech in den eigenen Untersuchungen,
spongiforme Lasionen direkt gekoppelt an den Nachwen PrPsc (Lasmezas$ al. 1997).

Fur tga20-Mause gibt es bisher keine vergleichb&tedien.

In dieser Arbeit wurden erstmals die Zusammenhamgschen dem klinischen Verlauf von
Scrapie und den neuropathologischen Veranderungehm in-, ip- und oraler Inokulation von
RML-Prionen bei Tieren zweier Wildtyp-Mausstdmme duriga20-Mausen genauer

charakterisiertZusammenfassend ergaben sich folgende Ergebnisse:

1. Die transgenen tga20-Mause wiesen sowohl nachazieebraler als auch nach
intraperitonealer und oraler Inokulation kirzerkubationszeiten auf als die Wildtyp-Mause.
Dies ist wahrscheinlich auf die Uberexpressionziilaren Prion-Proteins im Gehirn dieser
Tiere zurtckzufihren und korreliert mit den Ergeken anderer Studien, die ebenfalls
verklrzte Inkubationszeiten bei tga20-Mausen imgléch zu Wildtyp-Mausen fanden
(Fischeret al. 1996, Karapetyaat al. 2009, Thackragt al. 2002, Thackragt al. 2003).

2. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass sich nawkulbtion von tga20-M&usen mit
RML-Prionen unterschiedliche klinische Symptome béldeten, die abhangig von der

Inokulationsroute waren.
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3. Die tga20-Mause zeigten neben einer geringererudaierung auch eine schwachere
reaktive Gliose sowie weniger PrPsc im Gehirn aés \Wildtyp-Mause bei gleich starker
Auspragung der klinischen Symptome. Es konnte alstmals gezeigt werden, dass die
beschriebene geringere Akkumulation von PrPsc ihilG@en kranker tga20-Méause nach ic-
Inokulation (Fischeet al. 1996, Karapetyaat al. 2009, Thackragt al. 2003,) sowie nach ip-
und oraler Inokulation einher geht mit einer im §lerch zu den Wildtyp-M&usen geringeren
Ausbildung von TSE-spezifischen Vakuolen und Asjtoze.

4. Die Ausbildung spongiformer Lasionen sowie einerdaytenaktivierung und auch die
Akkumulation von PrPsc scheint demnach weder natwgenoch ausreichend zu sein fur die

Ausbildung von klinischen Symptomen bis hin zumtgp&rankheitsstadium.

5. Der Nachweis von PrPsc war nicht immer gekoppeltianAusbildung TSE-spezifischer

Vakuolen.

Die Pathogenese der charakteristischen neuropgikolen Veranderungen bei Prionen-
erkrankungen ist noch immer nicht geklart und dier ldargestellten Ergebnisse lassen
ebenfalls vermuten, dass sowohl im Hinblick auf deurotoxizitat als auch fur die
Ausbildung klinischer Symptome neben PrPsc weiteaaktoren vorliegen, die bisher nicht
identifiziert werden konnten. Die Ausbildung versalener klinischer Krankheitsbilder in
Abhangigkeit von der Inokulationsroute bei den @yd2iusen, die hier erstmals beschrieben
wurde, erfordert ebenfalls weiterfiihrende Untersugen.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zusammenhangischen dem Verlauf von Scrapie
und der Ausbildung Scrapie-typischer Symptome somiéschen der Ausbildung TSE-

spezifischer Vakuolen, einer Astrozytose und dekukskulation von PrPsc im Mausmodell
charakterisiert. Dazu wurden Mause zweier Wildtypién (CD-1 und C57/BI6) und Tiere

des transgenen tga20-Mausstammes mit einem 1%igenl®%igen Gehirnhomogenat des
maus-adaptierten Prionen-Stammes Rocky Mountairoraatry (RML) intrazerebral (ic)

intraperitoneal (ip) und oral inokuliert. Tga20-M&uuberexprimieren das zellulare Prion-
Protein um das ca. Zehnfache im Gehirn verglichénWiidtyp-M&usen und weisen daher
kurzere Inkubationszeiten auf. Es wurden der Vérthar Erkrankung sowie die klinischen
Symptome dokumentiert und die Gehirne der Tiemoinohl préaklinischen Krankheitsstadien
als auch mit einsetzenden Symptomen und im spdasiudh der Erkrankung untersucht.
Neben der ic-Inokulation wurden erstmals auch zweziphere Inokulationswege detailliert

fur die tga20-Méause analysiert.

Die Beurteilung der Vakuolisierung erfolgte am bisgischen Schnitt nach HE-Farbung. Die
Ausbildung einer Astrozytose wurde anhand der Astenzahl durch Immunhistochemie
und anhand der GFAP-Genexpression durch RT-PCR MNodhern Blot Analyse

nachgewiesen. Die Akkumulation von PrPsc wurde @stologischen Schnitt der Gehirne

nach Immunhistochemie und durch Western Blot Arebigsgewertet.

Tga20-Mause wiesen nach allen drei Inokulationswegerkirzte Inkubationszeiten auf

verglichen mit den Wildtyp-M&usen.

Bei der klinischen Beurteilung der Tiere fielen ewsichiede in der Symptomatik zwischen
den drei Mausstammen auf. Wichtigste Symptome dateld Wildtyp-Mausstamme waren
eine fortschreitende Ataxie, Abmagerung und Letieardie Ausbildung eines stumpfen und
struppigen Felles sowie eine Kyphose. C57/Bl6-Maumssen aul’erdem in unregelmanigen
Abstdnden auftretende Zuckungen der HautmuskulatuBereich des Ruckens sowie eine
Parese der HintergliedmalRen mit lateraler Abspngizder HinterfliRe auf. Nach ic-
Inokulation waren die Symptome der tga20-Mauseiéhmdenen der CD-1-Mause. Dagegen
zeigten tga20-Mause nach den beiden peripheren ulatbidnswegen eine extrem
langgestreckte Korperhaltung ohne Ausbildung eidgphose. Es konnte somit erstmals
gezeigt werden, dass die Inokulation eines bestantionen-Stammes zu unterschiedlichen
klinischen Auspragungen der Krankheit innerhalb @w@20-Mauslinie fuhrt, dass also die

klinischen Symptome abhangig von der Inokulationsravaren.
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Die Untersuchung der neuropathologischen Verandemuim den Gehirnen der Tiere zeigte,
dass die tga20-Mause im spaten Stadium der Erkrankine geringere Vakuolisierung und
eine schwachere astrozytare Gliose ausbilden seereger PrPsc akkumulieren verglichen
mit den Wildtyp-M&ausen im vergleichbaren Krankhstislium. Dabei war dieser Unterschied
nach den beiden peripheren Inokulationsrouten ideetl als nach intrazerebraler Inokulation.
Zudem konnte bereits in préklinischen Krankheitlista in den Gehirnen der Tiere beider
Wildtyp-Mausstamme regelméiig eine deutliche Auwklnfy TSE-spezifischer Vakuolen
sowie eine Astrozytose und PrPsc-Akkumulation festigllt werden. Dies war in den
Gehirnen der tga20-Mause nicht der Fall. Die prigtihen Veranderungen bei den Wildtyp-
Mausen waren meist starker ausgepragt als beiskhnkranken tga20-M&usen. Demnach
scheint die Ausbildung von spongiformen Lasionenriseine Astrozytenaktivierung und die
Akkumulation von PrPsc weder notwendig noch aubexid zu sein fir die Ausbildung von

klinischen Symptomen bis hin zum spaten Krankhizitsm.

In der vorliegenden Studie konnte aul3erdem gexeggtien, dass PrPsc praklinisch héaufig
vor dem Auftreten von TSE-spezifischen Vakuolenhwagisbar ist und bei den tga20-
Mausen auch im spaten Krankheitsstadium nicht immierdem Nachweis von Vakuolen

korreliert.
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7 Summary

The present study characterized the relationshgisvden the course of scrapie and the
development of typical scrapie symptoms as welletaieen the development TSE-specific
vacuoles, astrocytosis, and the accumulation o$®nPthe mouse model. Mice of two wild-
type lines (CD-1 and C57/BI6) and mice of the tgemsc tga20 strain were inoculated
intracerebrally (ic), intraperitoneally (ip), andadly with a 1% and 10% brain homogenate of
the mouse-adapted Rocky Mountain Laborat&WI() prion strain. Tga20 mice overexpress
cellular prion protein in the brain by a factor teh in comparison to wild-type mice and
therefore exhibit shorter incubation times. The rseuof the disease and the clinical
symptoms were documented, and the animals’ bragre wwxamined during the preclinical
stages, after the onset of symptoms, and in tleedi#ge of the disease. In addition to ic-
inoculation, two peripheral inoculation routes wereestigated for the first time in detail in
tga20 mice.

Vacuolization was evaluated imE-stained histologic sections. The development of
astrocytosis was ascertained on the basis of tmebeu of astrocytes as determined by
immunohistochemical staining and on the basiSBAP gene expression as determined by
RT-PCR and northern blot analysis. PrPsc accumulation assessed in histologic brain

sections by immunohistochemical staining and wadbéstting.

After all three inoculation routes the tga20 micénibited shortened inoculation times in
comparison to their wild-type counterparts. Clihi@valuation of the animals revealed
differences between the symptoms in the three mstnams. The chief symptoms of the two
wild-type mouse strains were progressive ataxiaaagmion, lethargy, kyphosis and dull,
rough fur. The C57/BI6 mice also showed convulsiohshe skin muscles on the back at
irregular intervals as well as paresis of the Hegb with lateral spreading of the hind feet.
Following ic-inoculation the symptoms in the tga®ice were similar to those in the CD-1
mice. By contrast, after the two peripheral inotinla methods, the tga20 mice exhibited an
extremely elongated posture without developmenkyghosis. Thus, it was shown for the
first time that inoculation of a specific prionatr leads to different clinical manifestations of
the disease within the tga20 mouse strain, with dir@cal symptoms depending on the

inoculation route.

Examination of the neuropathologic changes in thienals’ brains showed that in the late
stage of the disease the tga20 mice had less pmoadwacuolization, astrocytosis, and PrPsc

accumulation than the wild-type mice in a comparatilsease stage. This difference was
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more pronounced after the two peripheral inocutatroutes than after ic-inoculation.
Moreover, marked development ofSEspecific vacuoles, astrocytosis, and PrPsc
accumulation were observed in the brains of botld-type strains even in the preclinical
disease stages. This was not the case in the tga@®. The preclinical changes were
generally more pronounced in the wild-type micentirathe clinically affected tga20 mice.
Hence, spongiform lesion development, astrocyteatadn, and PrPsc accumulation do not
appear to be necessary or sufficient for the dewent of clinical symptoms up to the late

disease stage.

The present study also showed that PrPsc is oftdecthble preclinically before the
appearance of SEspecific vacuoles and in the case of tga20 mias dwt always correlate

with the observation of vacuoles even in the ltdge of the disease.
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