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Einleitung

Die Labordiagnostik konventioneller Patho-
gene wie Bakterien, Viren oder Pilzen beruht
haufig auf Methoden zum Nachweis wirtssei-
tiger Immunreaktionen oder erregerspezifi-
scher Nukleinsauren. Prionen, die Verursacher
transmissibler spongiformer Enzephalopa-
thien (TSE), stellen jedoch eine ganzlich an-
dersartige Gruppe von Krankheitserregern
dar (— Kapitel VIl — 4.2.3). Prionen besitzen
weder eine proteinkodierende Nukleinsdure,
noch |6sen sie bekannte Immunreaktionen
in Tieren und Menschen aus. Sie stellen da-
her besondere Anforderungen an die Labor-
diagnostik.

Prionen sind infektiose Proteinpartikel, die im
Wesentlichen aus einer pathologisch aggre-
gierten Isoform des wirtskodierten Prionpro-
teins (PrP) bestehen [1, 2]. Die Prion-bildenden
Konformere des PrP werden als PrP*S oder
PrPTSE (,Sc” fiir Scrapie und ,TSE” furr transmis-
sible spongiforme Enzephalopathie) bezeich-
net [2, 3]. Die Replikation von Prionen erfolgt
mutmablich durch einen Mechanismus, der
Ahnlichkeit zum Wachstum von Kristallisa-
tionskeimen aufweist. Bei diesem Replika-
tionsprozess, der als-nukleationsabhangige
(PrP-) Polymeristation 'bezeichnet wird [4,
5], rekrutieren ,keim”- (englisch: ,seeding”)-
aktive PrPTsE-Oligomere oder -Polymere das
zelluldre Prionprotein (PrP%) und bauen es in
fehlgefalteter Form in ihre wachsende amy-
loide oder amyloid-dhnliche Aggregatstruk-
tur ein. Wenn PrPTE-Aggregate schlieBlich in
kleinere Fragmente zerfallen, fuhrt dies zur
Multiplikation von PrP-Partikeln mit prote-
indser Seeding-Aktivitat und verursacht so

eine weitere autokatalytische Replikation des
pathologischen Proteinzustandes.

Der labordiagnostische Nachweis von Prionen
erfolgt in der Regel anhand von autoptisch
oder bioptisch entnommenen zentralnervo-
sen oder lymphoiden Gewebeproben aus
Tieren oder Menschen. Bis heute gibt es kein
routinemafig breit anwendbares Testverfah-
ren zur Detektion von Prionen in ante mortem
gewonnenen Probenmaterialien. Allerdings
konnten moderne Analysemethoden ver-
schiedentlich bereits erfolgreich zum Nach-
weis von Prionen in Blut [6, 7], Urin [7, 8] oder
Fazes [7, 9] eingesetzt werden.

Tierbasierte Bioassays
flir Prionen

Das klassische und bis heute als Goldstandard
betrachtete Verfahren zum Nachweis von TSE-
Erregern sind Bioassays in Labortieren, zu-
meist Mausen oder syrischen Goldhamstern.
Dabei wird das zu testende Probenmaterial in
Tiere gegeben (z.B. unter Narkose intrazere-
bral injiziert) und anschlieBend beobachtet,
ob diese an einer TSE erkranken und krank-
heitstypische histopathologische Merkmale
im zentralen Nervensystem (ZNS) auspragen.
Dies erlaubt nicht nur eine direkte Bestim-
mung der in vivo-Infektidsitdt von Prionen
mittels ,Inkubationszeit-Intervall Assays” oder
Endpunkttitrationen [10], sondern auch eine
Differenzierung unterschiedlicher Prionstam-
me [11]. Tierbasierte Bioassays haben einen
hohen diagnostischen Informationswert, sind
jedoch zeitaufwandig, teuer und teilweise
auch in ethischer Hinsicht problematisch. Aus
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Tierschutz- wie Praktikabilitatsgrinden wur-
den und werden sie daher zunehmend durch
Alternativmethoden ersetzt.

Zellassays fiir Prionen

In vitro kann Prioninfektiositat qualitativ und
quantitativ seit einigen Jahren auch mithil-
fe von Zellkulturverfahren nachgewiesen
werden [12]. Bislang gibt es aber nur relative
wenige Zellassays zur Titration von Prionen.
Deren Anwendbarkeit ist zudem hdufig stark
eingeschrankt, da sie oft jeweils nur mit einem
oder wenigen der zahlreichen experimentel-
len oder natirlichen Prionstamme nutzbar
sind. Aufgrund methodischer Fortschritte ist
es inzwischen aber beispielsweise mdoglich,
die Infektiositat verschiedener Maus-adaptier-
ter Scrapie-Prionen (22L, RML) in quantitati-
ven Zellassays durch Nutzung subklonierter
Neuroblastom-Zellen zu titrieren [13-15]. Da-
riber hinaus erlauben RK13-Zellen, die jeweils
transgen PrP von Maus, Schaf oder Zerviden
exprimieren, eine Titration von RML-Prionen
[16], einem natirlichen Schaf-Scrapie-Isolat
(PG127) [16], bzw. Prionen der Chronic Wasting
Disease (CWD) [17].

Assays zum Nachweis prion-
assoziierter Seeding-Aktivitat

Das Konzept der Prionreplikation durch keim-
abhangige PrP-Polymerisation legt nahe, die
Seeding-Aktivitat von PrPTE als wesentliches
biochemisches Gegenstiick zur biologischen
Prioninfektiositdt anzusehen. Prion-assozi-
ierte Seeding-Aktivitat konvertiert norma-
les Proteinase K-sensitives PrP¢ in abnormal
aggregiertes und Ublicherweise Proteinase
K-resistentes Prionprotein (PrPres). Durch die
Einfihrung der Protein Misfolding Cyclic Am-
plification (PMCA)-Technik im Jahr 2001 ist es
moglich geworden, diese proteindse Seeding-
Aktivitat von Prionen in vitro zu erfassen [18].

Verschiedene methodische Verbesserungen
der PMCA-Technologie wie die quantitative
PMCA und der ,Real-Time Quaking Induced
Conversion Assay” (RT-QulC), erlauben in-
zwischen eine direkte Titration von Prion-
assoziierter Seeding-Aktivitat in vitro [19-21].
Saa und Cervenakova [22] haben kiirzlich eine
Ubersichtsarbeit zum aktuellen Stand und zu-
kinftigen Entwicklungspotenzial der PMCA-
und QulC-Technology publiziert.

Die Einfihrung der PMCA und des RT-QuIC
erfolgten mit dem Hamster-adaptierten
Scrapie-Stamm 263K, der seit Langem in der
grundlagenorientierten und angewandten
Prionforschung intensiv genutzt wird [18-20].
Beim systematischen Vergleich von Infektio-
sitat und Seeding-Aktivitat in 263K Scrapie-
Proben zeigte sich empirisch eine konsistente
quantitative Korrelation dieser beiden Prion-
Aktivitaten [20, 21].

Verfahren zum Nachweis
des pathologischen
Prionproteins PrPTSE

Da PrPT*E den Hauptbestandteil von Prionen
darstellt [2, 23], nutzt eine Reihe unterschied-
licher diagnostischer Verfahren das patholo-
gische Prionprotein als molekularen Surrogat-
Marker fir Prionen [23, 24].

Elektronenmikroskopischer Nachweis
Scrapie-assoziierter Fibrillen

Eine in der TSE-Forschung lange Zeit zur
Prion-Diagnostik verwendete Methode war
der elektronenmikrospkopische Nachweis
fibrillarer Aggregate aus PrP™E, sog. ,Scrapie-
assoziierter Fibrillen” (SAF, Abb. 1) in Deter-
genzextrakten aus Hirngewebe [25, 26].

Die elektronenmikroskopische Darstellung
von SAF wurde in den vergangenen Jahren
weitgehend durch Antikorper-basierte Me-
thoden zum Nachweis von PrPT*E ersetzt.
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Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme Scra-
pie-assoziierter Fibrillen (Balken: 100 nm). (Freund-
liche Gabe von M. Ozel und H. Diringer, Robert
Koch-Institut, Berlin)

Antikorper-basierte Nachweisverfahren
fiir PrPTE
Immunhistochemischer PrP™E-Nachwesis

Zum immunhistochemischen (IHC) Nachweis
von PrPTSE werden Mikrotom-Schnitte fixierter
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Abb. 2: Immunhistochemische Anfdrbung von
PrPTE im Gehirn Prion-infizierter syrischer Gold-
hamster. (A) Nicht-infiziertes Kontrolltier. Die ho-
mogene braunliche Farbung resultiert von zellula-
rem PrP in Neuronen. (B) Friihes Infektionsstadium.
Punktférmige Ablagerungenvon PrP™E sind inner-
halb und nahe der Oberflache eines individuel-
len Neurons erkennbar. (C und D) Mit zunehmen-
der Infektionsdauer nehmen die punktférmigen
PrPTsE-Einschliisse in Neuronen zahlen- und intensi-
tdtsmaBig zu, und PrP™E-Ablagerungen erscheinen
auch auBerhalb von Nervenzellkérpern im Neuro-
pil. Balken: 10 pm. (Abbildung von P.A. McBride,
Institute for Animal Health, Edinburgh; dhnlich
publiziertin: [29])

oder tiefgefrorener Gewebeproben angefer-
tigt und mit anti-PrP (aPrP)-Antikdrpern mar-
kiert. Bei der mikroskopischen Untersuchung
der antikorpermarkierten Gewebeschnitte
stellt sich PrP™E dann u.a. in Form charakte-
ristischer plaque-artiger, punktférmiger oder
feingranuldrer Anfarbungen dar [27, 28].

Western Blot-Nachweis von PrP™sE

Der Nachweis von PrPTSE mittels Western Blot
erfolgt in der Regel anhand frischer oder
tiefgeforener (unfixierter) Gewebeproben.
Um die Testsensitivitat zu erhdhen, kann das
PrPTSE zuniachst aus einer gréBeren Gewebe-
probe extrahiert und aufkonzentriert werden.
Dies ist u.a. durch Detergenzextraktionen [30,
31], Immunprazipitationen [32, 33] oder Fal-
lungen mit Phosphorwolframsdure [34, 35]
moglich.

Sofern keine konformationsspezifischen Anti-
korper [33, 36] zur Extraktion oder Detektion
des PrPTE verwendet werden, ist es grund-
satzlich erforderlich, das zelluldre Prionprotein
durch Behandlung mit Proteinase K (PK) zu
entfernen. Wahrend PK zelluldres PrP vollstan-
dig abbaut, wird PrP™E von dieser Protease
in der Regel lediglich aminoterminal um un-
gefahr 70 Aminosauren verkdirzt. Es verbleibt
ein Protease-resistenter Kern des PrPTE, wel-
cher als PrP27-30 schlieBlich im Western Blot
sichtbar gemacht wird [30, 37, 38]. PrP27-30
erscheint im Western Blot typischerweise als
Banden-Triplett. Diese Banden reprdsentieren
zweifach-, einfach- und unglykosylierte For-
men des Proteins. Anhand des Intensitatsver-
héltnisses der unterschiedlichen Glykoformen
und des jeweiligen elektrophoretischen Wan-
derungsmusters lassen sich unterschiedliche
Isotypen von PrP27-30 unterscheiden und zur
Stammdifferenzierung nutzen (Abb. 3) [28, 39].

Unterschiedliche Western Blot-Kits zum Nach-
weis von PrPTE sind kommerziell erhiltlich
und fiir die Verwendung in TSE-Diagnostik-
laboratorien validiert und zugelassen [41].
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Abb. 3: Western Blot-Nachweis von PrP27-30 in
PK-behandelten Hirnhomogenaten von syri-
schen Goldhamstern, die mit den unterschied-
lichen Prion-Stammen 263K (1), BSE-H (2) und
ME7-H (3) infiziert waren. Anhand der elektro-
phoretischen Mobilitdt der untersten (ungly-
kosylierten) Proteinbande sowie der relativen
Farbeintensitaten der mittleren (monoglyko-
sylierten) und oberen (diglykosylierten) Pro-
teinbanden lassen sich die drei Prion-Stamme
unterscheiden. (Abbildung aus dem Labor des
Autors; ahnlich publiziert in: [40])

Nachweis von PrP™*Eim PET-Blot und
Histoblot

Der PET (Paraffin-embedded tissue)-Blot kom-
biniert analytische Elemente der Immunhis-
tochemie mit denen des Western Blots. Beim
PET-Blotting werden in Paraffin eingebettete
Gewebeschnitte auf eine Nitrocellulosemem-
bran aufgezogen und anschliefend mit Pro-
teinase K behandelt. Dadurch ist es moglich,
eine spezifische immunhistochemische De-
tektion von pathologischem PK-resistenten
Prionprotein in situ zu erzielen [42]. IHC und
PET-Blotting stellen sich erganzende mikro-
skopische Techniken dar, mit deren Hilfe eine
komplementare Untersuchung der PrPTE-Ab-
lagerung in benachbarten Gewebeschnitten
moglich ist.

Anstelle von in Paraffin eingebetteten Ge-
webeschnitten kdnnen auch Kryo-Gewebe-
schnitte auf Nitrocellulosemembranen aufge-
bracht, und zum nachfolgenden spezifischen
Nachweis von pathologischem Prionprotein
mit PK behandelt werden. Diese Detektions-
technik bezeichnet man als Histoblot [43].

Abb. 4: PET-Blot-Nachweis von PrP27-30 in Hirngewebsschnitten von syrischen Goldhamstern, die mit den
unterschiedlichen Prion-Stammen 263K (A, D), ME7-H (B, E) und BSE-H (C, F) infiziert waren. BSE-H zeigt
anders als 263K und ME7-H plaque-artige PrP-Ablagerungen in bestimmten Hirnarealen (C vs. A und B).
263K und ME7-H zeigen stark unterschiedliche Farbeintensitaten im Gyrus dentatus (D vs. E). Anhand dieser
Unterschiede lassen sich die drei Stamme im PET-Blot voneinander abgrenzen. Balken: 500 pm; im ver-
groBerten Ausschnitt von C: 100 um. Abkirzungen: cc, Corpus callosum; CPu, Nucleus caudatus/Putamen
(Striatum); DG, Gyrus dentatus; Hb, Habenulae; Hip, Hippocampus; S, Septum; Th, Thalamus. (Abbildung

aus dem Labor des Autors; ahnlich publiziert in: [40])
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Festphasenabsorptionsassays zum Nachweis
von PrpTt

Festphasenabsorptionsassays zum PrPTsE-
Nachweis, in ELISA (enzyme-linked immun-
osorant assay)- und zahlreichen anderen
Formaten, sind grundsatzlich mit Homoge-
naten frischer oder tiefgefrorener unfixierter
Gewebe, Blut oder Kérperflissigkeiten mog-
lich (zur Ubersicht: [44, 45]). PrPTE kann dafir
optional durch Immunprazipitation, Fallung
mit Phosphorwolframsaure oder andere Ver-
fahren aufkonzentriert (s.0.), mit Proteinase K
behandelt und zur besseren Adsorption de-
naturiert werden. Die Adsorption des PrPTE/
PrP27-30 an die Festphase des Assays kann
Uber aPrP-Antikorper, Glykosaminoglykane
oder andere Bindungsmolekile (z.B. poly-
mere ,Seprion“-Liganden, die nur aggregier-
te Proteinformen binden [46]) erfolgen. Die
Markierung des gebundenen PrPTsE/PrP27-30
erfolgt mit markierten aPrP-Antikorpern. Zur
Signalerzeugung sind diese Antikorper bei-
spielsweise mit

+ Enzymen (ELISA),

« Europium (DELFIA [dissociation-enhanced
lanthanide fluoroimmunoassayl),

« Rhodamine Red-X (SOFIA [surrounding op-
tical fibre immunoassay]), oder

« DNA (immuno-polymerase chain reaction)
konjugiert.

Zur Detektion des pathologischen Prion-
proteins existieren zahlreiche Varianten und
Formate von Festphasenadsorptionsassays.
Zwei dieser Fomate, der CDI (conformation-
dependent immunoassay [47]) und der auf
Seprion-Liganden basierende Test [46] erfor-
dern keinen Prozessierungsschritt mit Prote-
inase K, was fir bestimmte Zwecke vorteil-
haft sein kann. Letzteres gilt insbesondere,
wenn PK-sensitive PrPTE-Formen detektiert
werden sollen. Verschiedene der genannten
Festphasenadsorptionsassays sind kommer-
ziell erhdltlich und fir die Verwendung in
Diagnostiklaboratorien validiert und zuge-
lassen.

Sonstige Nachweisverfahren fiir
pathologisches Prionprotein

Speziellere Verfahren zum Nachweis von pa-
thologischem Prionprotein sind

- die Fluoreszenzkorrelationsspektrokopie
[48],

- die multispektrale Ultraviolettfluoreszenz-
spektroskopie [49], und

- die Kapillarelektrophorese [50].

Schlussbemerkung und
Ausblick

Der vorstehende Artikel soll einen kompakten
Uberblick tiber historisch und aktuell héufig
verwendete Verfahren der laborgestitzten
Priondiagnostik geben, und erhebt keinen An-
spruch auf Vollstandigkeit. Neben der Verbes-
serung PrP™E-basierter Nachweismethoden
stellt die Suche nach alternativen molekularen
Biomarkern fur Prionkrankheiten mittels

« proteomischer [51, 52],

- nukleinsaurebasierter [53, 54],

- infrotspekroskopischer [55, 56] oder

« anderer Ansatze (z.B. Protein 14-3-3 [57,
58]) einen weiteren Schwerpunkt der For-
schung zur laborbasierten TSE-Diagnostik
dar. Es bleibt abzuwarten, welche Rolle
solche Biomarker in der Priondiagnostik
zuklnftig Gbernehmen.
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Praktische Hinweise

Weiterflihrende Literatur:

Vertiefende und weitergehende Informationen zur Thematik finden sich u.a. in Uber-
sichtsarbeiten von Lukan et al. [44], Sobrova et al. [50] und Nicholson [45].

Weitere Informationen sind erhaltlich Gber das

Nationale Referenzzentrum fir die Surveillance Transmissibler Spongiformer Enzephalo-

pathien

Universitatsklinikum Goéttingen
Neurologische Klinik

Robert Koch-Str. 40

37075 Géttingen

Homepage: www.cjd-goettingen.de
Ansprechpartner: Frau Prof. Dr. I. Zerr
Telefon: 0551/39-6636, oder -8454 oder -8401
Telefax: 0551/39-7020

E-Mail: epicjd@med.uni-goettingen.d
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