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Bericht der Aktivitiaten

1) Zweck des NRPE
Das NRPE wurde 1995 mit Hilfe des Bundesamtes fir Gesundheit (BAG) gegriindet, um in enger
Zusammenarbeit mit anderen Prionen-Referenzzentren in Europa die Inzidenz und Charakteristika

von Prionenkrankheiten zu

studieren. Zu diesem Formenkreis | Zabelle 1: Verinderungen der epidemiologischen

ochéren zB. die Creutzfeldt- Verteilung menschlicher Prionenerkrankungen, welche im
Jakobsche Erkrankung (CJD), das Zusammenhang mit der neuen Variante der CJD stehen
’ konnten:

Gerstmann-Straussler-Scheinker-
Syndrom (GSS) und die Fatale

Familiire  Insomnie (FFI). e Erhohte Inzidenz der Creutzfeldt-Jakob’schen
Besondeter  Wert  wird  auf Erkrankung

eventuelle Verinderungen gelegt, e FErhohte Inzidenz dementieller Erkrankungen
die im Zusammenhang mit der im unklarer Genese.

Jahre 1996 beschriebenen neuen
Variante der CJD stehen koénnten,
wie zum Beispiel in Tabelle 1
dargestellt:

Verschiebungen des Durchschnittsalters
Verinderungen des klinischen Erscheinungsbildes
Verinderungen der histopathologischen Befunde

Verinderung des Bandenmusters des

Das Aufgabenfeld des NRPE ist Prionenproteins im Western-Blot [1, 2].

zweigeteilt. Der diagnostische Teil

beinhaltet die sichere Erkennung
von Prionenkrankheiten. Anhand dieser Daten koénnen epidemiologische Studien wie z.B.
Verinderungen der Inzidenz oder Durchschnittsalters vorgenommen werden. Der
wissenschaftliche Teil beinhaltet die Etablierung einer Gewebebank bestehend aus Gewebeproben
von CJD- und entsprechenden Kontrollpatienten. Diese Gewebebank erlaubt es uns, molekulare
Mechanismen von Prionenerkrankungen zu untersuchen. Die Gewebeentnahme erfolgt meist im
Rahmen einer Autopsie. Aus dem Zentralen Nervensystem (ZNS) werden Proben aus definierten
Hirnarealen und aus dem Rickenmark asserviert. In Anbetracht der noch nicht vollstindig
geklarten Transportmechanismen von Prionen aus der Peripherie in das (ZNS) wird routinemassig

auch Gewebe, welches

nicht aus dem ZNS Diagnostische Kriterien der neue Variante CJD (vCJD)
St?mmt entnqrnrnen, I A- Progressive neuropsychiatrische Storungen

wie z.B. perlpherer B- Dauer der Erkrankung < 6 Monate

NCI’V, Haut, Muskel, C- Untersuchungen lassen keine andere Ursache der Demenz vermuten

D- Iatrogene Exposition ausgeschlossen

Dinndarm, Milz, Blut,

Tonsille und 11 A- Friithe psychiatrische Symptome

B- Persistierende schmerzhafte Dysésthesien
Lymphknoten (Tabelle C- Ataxie
3) [3, 4] D- Myoclonus, Chorea oder Dystonie
Diese umfassende E- Demenz
Gewebebank steht I A-Keine CJD typischen EEG Verinderungen
wissenschaftlichen B- Bilaterale hyperintense Lasionen (Pulvinar) im MRI
Studluen zut freien VI A- Positive Tonsillenbiopsie
Verfiigung:
I<Ooperatlve Atbeiten Definitive vCJD IA und neuropathologische Diagnose einer vCJD
mit anderen
WlssenschafﬂlChen und Wahrscheinliche vCJD I'und 4 (von 5) aus II sowie III A und III B
dlagHOSUSChen oder I und VI A

Einrichtungen werden
aktiv gef(jrdert, Tab. 2: Diagnostische Kriterien fiir vCJD




Im Verlaufe der Arbeit des NRPE konnten wertvolle Informationen tiber die Entwicklung der
Epidemiologie sowie tiber Pathomechanismen von Prionenerkrankungen gewonnen werden [5, 6].

Nationales Refernzzentrum fiir Nr Datum Postmortalzeit
Prionenerkrankungen
NRPE __ e h
Asservat Areal Gefriermaterial ~ Formalin, Notizen
Nummer Paraffinblocke
1 Cortex frontal X A
2 Cortex temporal X |
& Cortex parietal X G
4 Cortex occipital X H
5 Hippocampus X C
6 Caudatum X
7 Putamen X
8 Pallidum X B
9 Thalamus X
10 Ruckenmark cervikal oder X
10a Mittelhirn tegmentum X
11 Mittelhirn X D
12 Pons X E
13 Medulla oblongata X
14 Kleinhirn- Vermis X
15 Kleinhirn-Hemisphére X
16 Kleinhirn- Ncl. Dentatus X F
17 Muskel X
18 Haut X
19 Milz X
20 Dinndarm X
21 periph. Nerv X
22 Tonsille X
23 Lymphknoten X
Tabelle 3: Asservierungsbogen fiir CJD Falle

2) Wissenschaftlicher Hintergrund

Prionenerkrankungen wie z.B. die Creutzfeldt-Jakobsche Erkrankung (CJD), das Gerstmann-
Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und die Fatalen Familidgren Insomnie (FFI) geh6ren zu den
tbertragbaren spongiformen Enzephalopathien (TSE). Es handelt sich hierbei um neurologische
Erkrankungen die durch tbertragbare Pathogene, die man als Prionen bezeichnet, verursacht
werden. TSE kommen bei einer Vielzahl von Spezies vor unter anderem auch bei Schafen (Scrapie)
und Rindern (Rinderwahnsinn, Bovine spongiforme Enzephalopathie) [7, 8]. Die humane Form
dieser Erkrankung, die CJD existiert in einer hereditiren, einer sporadischen und einer iatrogenen
Form [9]. Das Auftreten einer Epidemie an BSE Fillen in England und das im Zusammenhang
damit stehende Auftreten einer neuen Variante der CJD (vCJD) hat das o6ffentliche Interesse auf
diese Erkrankung gelenkt. Die vCJD unterscheidet sich deutlich von den anderen humanen
Prionenerkrankungen. Unterschiede bestehen im Durchschnittsalter der Patienten, im klinischen
Erscheinungsbild und im histopathologische Befund (Tabelle 2, 4) [1]. Die Ubertragbarkeit von
BSE auf Menschen wurde durch eine Vielzahl von Studien belegt und kann mittlerweile als
héchstwahrscheinlich angesehen werden [10-12].



Tabelle 4: Unterschiede zwischen sporadischer und neuer Variante C]D
Sporadische CJD neue Variante CJD
Manifestationsal 55-70 19-39
anifestationsalter -70 (median 28) |
o . Demenz, Verh‘alt.ens-'
Klinisches Bild Myoklonie auffaﬂhgke1ten, .
Ataxie, Dysaesthesie
PRNP Genotyp Uberwiegend 100% Met/Met
(Codon 129) homozygot homozygot
Synaptisch, Floride
Sc
PrPSc Ablagerungen e ks
plaqueartig
Typ 4
PrPSc Bandenmuster Typ 1und (ahnlich Experimentellem BSE
typ 2 in MaAiusen, Macaquen und
anderen Spezies)
*Typ 3: iatrogene Fille bei intramuskuliren Injectionen

3) Aktivititen des NRPE
a) Asservierung des Materials
Wenn méglich wird von den untersuchten Fillen eine Palette an verschiedenen Geweben
asserviert (Tabelle 3). Die Entnahme sowie die Aufbewahrung dieser Gewebeproben
erfolgt wenn méglich unter einer Biosicherheitsstufe, die ,,P3* entspricht.
Labors der Biosicherheitsstufe 3 miissen folgende Anforderungen erftllen:

Alle Arbeiten, bei denen Aerosole entstehen koénnen mussen an einer
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt werden.

Ein Autoklav muss im Labor vorhanden sein.

Daten wie die Namen des Laborpersonals mussen mindestens 10 Jahre aufbewahrt
werden.

Kontaminierte Abfalle mussen inaktiviert werden.
Im Labor sollte Unterdruck herrschen.
Die Abluft sollte filtriert werden.

Die Verarbeitung der Proben geschieht nach folgenden Richtlinien:

Gefriermaterial: Die Proben werden direkt in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
anschliessend in sauberen Probebehiltern auf minus 80°C gehalten. Aus diesen Proben
werden Homogenate fur die Western-Blot Untersuchungen gewonnen. Bei besonderen
Fragestellungen kann aus diesen Geweben ebenfalls DNA fir genetische
Untersuchungen extrahiert werden.



e Formalin-fixiertes Gewebe: Nach der Entnahme erfolgt die Fixierung in 4% Formalin
(ca. 24 Stunden), anschliessend eine Dekontamination rch 98% Ameisensdure (ca. 1
Stunde) und eine erneute Fixierung in 4% Formalin (ca. 48 Stunden). Die Proben
werden schliesslich in Paraffinblocke gegossen. Der Versand von Material von
auswartigen Instituten nach Zirich sowie von Ziirich zu auswirtigen Instituten erfolgt in
speziell dafiir vorgesehenen
Biosicherheitsbehiltern (Abbildung 1) nach klar definierten Richtlinien.
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Abb. 1: Biosicherbeitsbebdlter fiir den 1 ersand von
Gewebe-Proben

b) Verarbeitung der gewonnenen Gewebsproben
Die Verarbeitung der gewonnenen Gewebsproben erfolgt nach folgendem Schemata:

Histologie
Von allen Paraffinblocken werden Mikrotomschnitte (7 pm) angefertigt: Folgende

Farbungen werden durchgefiihrt:

. Himatoxylin-Eosin

. Alzian Blau

. Versilberung nach Bielschowsky
Von ausgewihlten Blocken werden folgende immunhistochemische Firbungen
durchgefihrt:

. Saures Gliafaserprotein (GFAP)
BA4- Protein

Tau- Protein

o—Synuclein

PrP (Prionenprotein) (Abb. 2)
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Abb. 2 Immunhistochemische Farbung fiir das Prionenprotein

Anhand dieser Firbungen kann die Diagnose einer Prionenerkrankung mit sehr hoher
Wabhrscheinlichkeit gestellt werden. Durch die immunhistochemischen Fiarbungen fir BA4,

Tau sowie o-Synuclein, konnen die wichtigsten differentialdiagnostisch relevanten
Erkrankung ausgeschlossen werden wie z. B. Erkrankungen aus dem Alzheimer oder

Parkinson Formenkreis.

Western-Blot fiir das Prionenprotein
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Abb. 3 Western Blot Analyse zum Nachweis der pathologischen Form des Prionenproteins. +: Analyse
nach Proteinase K-Verdau. Prionen werden in unterschiedlichen Hirnarealen der Fille NRPE78 und

NRPE79 nachgewiesen.




Bei allen diagnostisch anspruchsvollen Fillen sowie bei besonderen Fragestellungen wird
eine Western-Blot Untersuchung fir das Prionenprotein durchgefithrt. Hierbei ist durch
partiellen Verdau der Proben mit Proteinase K eine Unterscheidung zwischen der zelluliren
und der pathologischen Isoform des Prionenproteins moglich. Eine Beurteilung des
typischen ~ Bandenmusters erleichtert ~ die  Unterscheidung  verschiedener
Glykosylierungszustinde der pathologischen Form des Prionenproteins (Abbildung 3) [2].
Bei Fillen die mittels einer konventionellen Western-Blot Untersuchung nicht eindeutig zu
kliren sind verwenden wir eine Proteinfillungsmethode. Bei dieser Methode wird die
pathologische Isoform des Prionenproteins in einem relativ kleinen Volumen angereichert.
Die Anreicherung geschieht mittels einer Proteinfallung durch Phosphorwolframsiaure und
konsekutiven Zentrifugationsschritten. Hierdurch wird die Sensitivitit dieser Untersuchung
erheblich erhoht

Western-Blot fiir das 14.3.3 Protein
Das 14.3.3 Protein wird bei einer Vielzahl von neurologischen Erkrankungen im ZNS
vermehrt gebildet und ist in Folge dessen im Liquor nachzuweisen. In Zusammenschau mit
dem klinischen Erscheinungsbild eines CJD-Verdachtsfalles kann diese Untersuchung die
Diagnose einer moglichen CJD unterstiitzen [13]. Der Nachweis dieses Proteins geschieht
tblicherweise mittels einer Western-Blot Untersuchung (Abbildung 4). Das Verfahren fur

den Nachweis dieses Proteins wurde in unserem Labor vor kurzem etabliert und witd in
Zukunft bei ausgewihlten CJD Verdachtsfillen durchgefiihrt.
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Abb. 4: Western-Blot fir das 14.3.3. Protein




DNA Analyse

Bei Verdacht auf eine hereditire Form der CJD sowie zur Bestimmung verschiedener den
Krankheitsverlauf beeinflussender Polymorphismen fithren wir eine Sequenzierungs-
reaktion durch. Die Extraktion der DNA geschieht tblicherweise aus Blut mit Hilfe eines
kommerziell erhiltlichen Kits. Die Analyse der extrahierten DNA durch eine
Sequenzierungsreaktion wird in Zusammenarbeit mit dem Department of Neurogenetics in
London erstellt. Besonderer Wert wird hierbei auf die Analyse des Polymorphismus auf
Codon 129 gelegt da ein Met/Met Polymorphismus auf Codon 129 fur vCJD zu

pradisponieren scheint [14] (Abb. 5).

Model 377 1023062 10 S\_?nai G:176 A:294 T:167 C:171
Version 2.1.1 Gel 142 DT4%Ac{A Set-AnyPrimer}

3062 10 Matrix 1483

Lane 1013 | Pqints 105610 10624 Base 1: 1056

Page 1of 1
Wed, Jun 24, 1998 12:08 am
Tue, Jun 23, 1998 2:48 pm
Spacing: 9.49 ABI100

ACTATCGTGAAAACATGCACCG T TACCCCAACCAANTGTACTACAGGCGCATGG ATGAGTACAGCAAGCAG AACAACTT
120 120 140 150 160 170 180 190

AATC CATG GCTGGTGCT GCAGCAGCT OO OOCAGTAGTGO0A0ACCT TAGCOACTACATOCTGEAGG AAGTGCCATG AGCAGGCECGATCATACATT
10 20 20 0 ko 70 80 o

codon 129

TG TG CACAACTACATCAATATCACAATCAAGCAGCACAC
200 210 220 250

TCGGCAGTAGACTATG AGG ACCA/T T
100 110

Abb.5: Sequenzierungsreaktion eines Patienten mit Met/Met Polymorphismus auf Codon 129

IGATCGAGCATGG TCETGT TGTGETC TCGACC TG TGATCCTCCTBATETCTTTCCTCATCTTCCTGATAGTGGGATGAGGAAGATCTTCCTEGTTTTCACCATCTTTCTAATCTTITTTCCAGET T
360 370 380 280 400 410 420 430 440 4850 460 a7 a8q

4) Zusammenstellung der analysierten Fille von 1996-2000

Insgesamt wurden im Zeitraum von 1996-2000 65 Falle untersucht. Aus diesen Daten ergeben sich
folgende Inzidenz und die Alterverteilung (siche Abbildung 6) fir CJD in der Schweiz:

= 1996: 1.41 (Fille /mio. Einwohner)

= 1997:1.41
= 1998:1.27
= 1999:0.99

= 2000: noch nicht bestimmbar

Abb. 6: Altersverteilung fiir CJD in der

Schweiz
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5) Ausblick

Die Hauptaufgabe des NRPE wird auch in der Zukunft darin liegen, die Qualitit der
diagnostischen Leistungen auf dem modernsten Niveau zu erhalten. Die Palette an diagnostischem
Methoden ist im letzten Jahr erheblich erweitert worden. So kann die Diagnose einer
Prionenerkrankung histologisch, biochemisch und genetisch gestellt werden.
o Die Jistologische  Diagnosestellung  erfolgt mittels den  immunhistochemischen
Spezialfirbungen fiir das Prionenprotein (Abb. 2).
o Die buchemische Diagnosestellung anhand einer Western-Blot Untersuchung erlaubt die
sichere Identifikation der pathologischen Form des Prionenproteins (Abb. 3).
e Die genetische Diagnosestellung anhand einer Sequenzierungsmethode dient der Erkennung
von hereditiren Prionenerkrankungen (Abb. 5).
Mittels der Western-Blot Untersuchung fiir das 14.3.3 Protein im Liquor sind wir in der Lage, einen
Beitrag zur Friherkennung von CJD zu leisten (Abb.4).
Die tber die Jahre gewachsene Gewebebank bestehend aus Gefrier- sowie formalinfixiertem
Material von CJD-Fillen beziehungsweise von Kontrollfillen hat zu einer umfassenden Sammlung
am Gewebeproben gefiihrt. Dies erlaubt uns nun Analysen die in den vergangenen Jahren nicht
moglich gewesen sind. Geplant sind unter anderem eine Analyse der Glykosylierungsmuster der
pathologischen Form des Prionenproteins mittels Western-Blot Untersuchungen [2].

Internationale Kooperationen

Das NRPE steht in Kontakt mit anderen Prionen-Referenzzentren in Europa: so werden die
genetischen Analysen in Kollaboration mit dem Department of Neurogenetics in London erstellt.
Diagnostisch  anspruchsvolle Fille werden in Zusammenarbeit mit anderen Prionen-
Referenzzentren bearbeitet. Selbstverstindlich steht die gesamte Sammlung am Gewebeproben
anderen Prionen-Referenzzentren zur Verfiigung. Wissenschaftliche Kollaborationen bestehen mit
dem Department of Neurogenetics in London.
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Wissenschaftliche Publikationen aus dem NRPE in den Jahren 1996-2000. Nur
Publikationen mit direktem Bezug zu spongiformen Encephalopathien sind aufgefiihrt.

Originalarbeiten des NRPE (Schliisselarbeiten in blau):

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Brandner, S., Isenmann, S., Raeber, A., Fischer, M., Sailer, A., Kobayashi, Y., Marino, S., Weissmann, C., and

Aguzzi, A. (1996) Normal host prion protein required for scrapie neurotoxicity. Nature 379, 339-343

Fischer, M., Riilicke, T., Riber, A., Sailer, A., Oesch, B., Brandner, S., Aguzzi, A., and Weissmann, C. (1996) Prion

protein (PrP) with amino terminal deletions restoring susceptibility of PrP knockout mice to scrapie. EMBO J. 15,

1255-1264

Brandner, S., Raeber, A., Sailer, A., Blittler, T., Fischer, M., Weissmann, C., and Aguzzi, A. (1996) Normal host

prion protein (PrPC) required for scrapie spread within the central nervous system. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93,

13148-13151

Blittler, T., S. Brandner, A. Raeber, M. A. Klein, T. Voigtlinder, C. Weissmann, and A. Aguzzi (1997) PrP-

expressing tissue required for transfer of scrapie infectivity from spleen to brain. Nazure 389, 69-73

Raeber, AJ., Race, R.E:, Brandner, S., Priola, S.A., Sailer, A., Bessen ,R.A., Mucke, L., Manson, J., Aguzzi, A.,

Oldstone, Weissmann, C., Chesebro, B. (1997) Astrocyte-specific expression of hamster prion protein (PrP)

renders PrP knockout mice susceptible to hamster scrapie. EMBO ] 16, 6057-6065

Aguzzi, A., and Collinge, ]. (1997) Post-exposure prophylaxis for prion diseases. Lances 350, 1519-1520

Klein, M., Frigg, R., Flechsig, E., Raeber, A. J., Kalinke, U., Bluethmann, U., Bootz, F., Suter, M., Zinkernagel, R.

M., and Aguzzi, A. (1997) A crucial role for B-cells in neuroinvasive scrapie. Nazure 390, 687-690

Hegyi 1., Hainfellner, H., Flicker, H., Ironside, J., Hauw, J.J., Tateishi, J., Haltia, M., Bugiani, O., Aguzzi A., and

Budka, H. (1997). Prion protein immunohistochemistry: reliable staining protocol, immunomorphology, and

diagnostic pitfalls. Clin Neurgpathol. 16: 262-263

S. Brandner, S. Isenmann, G. Kithne, and A. Aguzzi (1998) Identification of the end stage of scrapie using infected

neural grafts. Brain Pathol. 8:19-27

D. Shmerling, I. Hegyi, M. Fischer, T. Blattler, S. Brandner, J. Gotz, T. Riilicke, E. Flechsig, A. Cozzio, C. Holtz, A.

Aguzzi and C. Weissmann (1998) Expression of amino terminally truncated PrP in the mouse leading to ataxia and

specific cerebellar lesions. Ce// 93: 203-214

Zanusso G, Liu D, Ferrari S, Hegyi I, Yin X, Aguzzi A, Hornemann §, Liemann S, Glockshuber R, Manson ]JC,

Brown P, Petersen RB, Gambetti P, Sy MS (1998) Prion protein expression in different species: Analysis with a

panel of new monoclonal antibodies. Proc Natl Acad S¢i U S A 95: 8812-8816

Michael A. Klein, Rico Frigg, Alex J. Raeber, Eckhard Flechsig, Ivan Hegyi, Rolf M. Zinkernagel, Charles

Weissmann, and Adriano Aguzzi (1998) PrP expression in B-lymphocytes is not required for prion neuroinvasion.
lature Medjcine, 4(12): 1429-33.

Vingerhoets FJ, Hegyi I, Aguzzi A, Myers P, Pizzolato G, Landis T (1998) An unusual case of Creutzfeldt-Jakob

disease. Newurology 51:617-619

Alex J. Raeber, Michael A. Klein, Rico Frigg, Eckhard Flechsig, Adriano Aguzzi and Charles Weissmann (1999)

PrP-dependent association of prions with splenic but not circulating lymphocytes of scrapie-infected mice. EMBO

J- 18(10): 2702-2706

Raeber AJ, Sailer A, Hegyi I, Klein MA, Rilicke T, Fischer M, Brandner S, Aguzzi A, Weissmann C (1999)

Ectopic expression of prion protein (PrP) in T lymphocytes or hepatocytes of PrP knockout mice is insufficient to

sustain prion replication. Proc Nat! Acad Sci U S A; 96(7): 3987-92

Rico Frigg, Michael A. Klein, Ivan Hegyi, Rolf M. Zinkernagel, and Adriano Aguzzi (1999) Scrapie pathogenesis in

subclinically infected B cell deficient mice. J. I77ro/ 73: 9584-9588

Markus Glatzel, Eckhard Flechsig, Beatriz Navarro, Michael A. Klein, Jean C. Paterna, Hansruedi Bueler, and

Adriano Aguzzi (2000) Adenoviral and adeno-associated viral transfer of genes to the peripheral nervous system.

PNAS 97: 442-447
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