Abwegen?

Was weifl man iiber die mutmaBlichen BSE-Erreger?
Martin H. Groschup (Tibingen) und Thomas C. Mettenleiter (Insel Riems)

bei einem Rind in GroBbritannien diagnostiziert. Seitdem entwickelte sich eine BSE-

Epidemie unerwarteten Ausmafles. Es wird geschatzt, daf sich zwischen 1977 und
1995 Giber 900.000 britische Rinder mif dem BSE-Erreger infiziert haben. Von diesen
erkrankten im Vereinigten Konigreich bis Ende 1996 ca. 165.000 Tiere an BSE,
wiihrend die anderen Tiere vor dem Ausbruch der klinischen Erkrankung geschlachtet
wurden. Die Verfiitterung von infekfidsem Tiermehl stellt nach heutigem Kenntnisstand
den wichtigsten Ubertragungsweg fiir den Erreger dar. Die Frage, ob der BSE-Erreger
vom Scrapie-Erreger der Schafe und Ziegen abstammt oder ob er schon immer beim Rind
auftrat, st bis heute ungekldrt. Hier sollen kurz der aktuelle Wissensstand zur Natur die-
ser auBergewdhnlichen Erreger dargestellt und die hierzu in der Bundesforschungsan-
stalf fiir Viruskrankheiten der Tiere (BFAV) durchgefiihrten Forschungsvorhaben vorge-
stellt werden.

‘ m Jahre 1986 wurde der erste Fall der Bovinen Spongiformen Enzephalopathie (BSE)

BSE UND VERWANDTE
KRANKHEITEN

Der ,Rinderwahnsinn” ist die zur
Zeit wohl bekannteste aus einer
ganzen Gruppe von Krankheiten, die

alle ein ahnliches Erscheinungsbild
aufweisen. Man spricht von den so-
genannten ‘Transmissiblen Spongifor-
men Enzephalopathien” (TSEs), was
sich mit ‘bertragbaren schwammarti-
gen Gehimerkrankungen’ Ubersetzen

Abb. 1: Klinisches Bild eines an Scrapie erkrankten Schafes (Avfnahme: M. Dawson, Cen-
tral Veterinary Laboratory, GB). Betroffene Tiere leiden unter erhdhter Schreckhaftig-
keit, Stelzgang, Muskelzittern, Abmagerung und Juckreiz, weshalb sie im Extremfall ihr
Wollvlies ganz oder teilweise herunterkratzen
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laBt. TSEs sind bei Mensch und Tier
bereits seit Jahrhunderten bekannt.
Die Krankheit ‘Scrapie’ wurde im 18.
Jahrhundert erstmals bei Schafen und
Ziegen beschrieben. Vereinzelte Aus-
briche der Uberfragbaren Nerz-Enze-
phalopathie wurden seit 1947 vor-
wiegend in den Vereinigten Stoaten
beobachtet. Dagegen kommt die
'Chronic Wasting Disease’ in den
USA und in Kanada erst seit 1967
bei in Gefangenschaft gehaltenen
Maultierhirschen und Elchen vor.
Beim Menschen kennt man seit der
Jahrhundertwende die Creutzfeldtja-
kob-Krankheit (CJK), das Gerstmann-
Stréussler-Scheinker-Syndrom  (GSS)
und die Kuru sowie — seit 1992 - die
todliche familicre Schlaflosigkeit (FFI).
Inzwischen ist fir nahezu alle TSE-For-
men die Ubertragbarkeit von einem
Individuum auf ein anderes belegt.
TSEs bei Mensch und Tier fihren
erst nach jahrelangen Inkubationszei-
ten zur Erkrankung [Abb. 1). Beson-
ders betroffen sind bestimmte Berei-
che der graven Gehirnsubstanz, die
mikroskopisch schwammartige Verdn-
derungen aufweisen, was auf das
Absterben von Nervenzellen zuriick-
zufishren ist (Abb. 2). In vielen Féllen
finden sich Ablagerungen aus unlésli-
chen Profeinen (,amyloide Plaques”).
Die Arbeit mit transgenen Tieren,
also mit Organismen, die neben ihrer
eigenen Erbsubstanz auch kleinere
Sticke fremden Erbguts fragen, hat
wesentlich dazu beigetragen, die
Krankheifen besser zu verstehen und
Forschungsarbeiten zu vereinfachen
und zu beschleunigen. So wird an
der BFAV ein wichtiger Teil der Unter-
suchungen zu BSE mit fransgenen



Die Rinderseuche BSE hat Konsequenzen fiir den gesamten europiischen Rind-

fleischmarkt

Mausen durchgefihrt, die einfacher
zu halten und schneller zu vermehren
sind als etwa Rinder.

I Die NATUR DER ERREGER

TSE-Erreger geben den Mikrobio-
logen nach wie vor Rétsel auf. Daf3
es sich um wahrhaft ‘unkonventionel-
le' Erreger handelt, zeigt schon ein
Blick auf ihre beispiellos hohe Stabi-
litat. Nur konzentrierte Sduren oder
Laugen und chlorhaltige L&sungen in-
akfivieren sie zuverlgssig. Dagegen
sind herkémmliche formaldehyd- oder
alkoholhaltige Desinfektionsmittel vl
lig wirkungslos. TSE-Erreger widerstfe-
hen ultraviolefter oder ionisierender
Strahlung, die bei Viren durch die
Schadigung des Erbguts zu einer vél
ligen Zerstérung ihrer Infekfiositat
fohren.

Aufgrund dieser Eigenschaften ver-
mutete der amerikanische Mikrobio-
loge Griffith 1967, daB es sich bei
diesen Erregern um reine Proteine,
also um EiweiBe, handeln kénnte.
Der Amerikaner Prusiner griff diesen
Cedanken Ende der siebziger Jahre
auf und formulierte im Jahre 1982 die
Grundlagen der Prion-Theorie. Sie

geht davon aus, daB ein krankhaft
verdndertes Eiweif3, das Prion-Pro-
fein, den Infektionserreger darstellt,
was eine grundlegend neue Klasse
von Infektionserregern postuliert (Vi-
ren besitzen immerhin neben einer Ei-
weibBhille auch noch eine darinlie-
gende Erbsubstanz, die  Nukle-
inscuren DNS oder RNS). Der ein-
deutige Beweis fir diese Theorie steht
allerdings noch aus.

Daneben wird weiterhin diskutiert,
daB ein Virus fir diese Erkrankungen
verantwortlich sein kénnte, welches
das Prion-Protein nur als Rezeptor
zum Eindringen in die Zelle benutzt.
Anhanger der Virino-Theorie postulie-
ren dagegen, daB eine Kleine virale
NukleinsGure nicht von viruseigenen
Proteinen, sondern von Prion-Protein
umgeben ist. Bisher gelang es aber
nicht, eine solche erregerspezifische
Nukleinséure nachzuweisen.

EIN NATURLICHER
BesTANDTEIL DES KORPERS

Eines der zahlreichen Proteine, die
natirlicherweise in den Hirnzellen
von Menschen und Wirbeltieren vor-
kommen, ist das sogenannte Prion-
Profein (PrP). Schon frih wurde ge-
zeigt, daP im Gehim erkrankter Per-
sonen und Tiere eine verdnderte Form
dieses Proteins auftritt, die immer mit
dem Vorhandensein des infektidsen
Agens korreliert. Diese Form wird als
pathologisches  Prion-Profein ~ (PrP%)
bezeichnet. Die Funktion des Prion-
Profeins ist bis heute unklar: Transge-
ne Mduse, die nicht mehr in der lage
sind, das zellulére Prion-Protein zu bil-
den [PrPYO-Méuse), entwickeln sich
véllig normal. Moglicherweise spielt

Abb. 2: Spongiforme Veriinderungen im Riickenmark eines an BSE verendeten Rindes
(links) im Vergleich zvm Riickenmark eines gesunden Tieres (rechts)
(Avfnahmen: G.A.H. Wells, Central Veterinary Laboratory, GB)
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Abb. 3:
Prion-Theorie:
Umformung

des zellvliiren
Prion-Proteins
(griin) in seine
pathologische
Form (rot).
Pathologisches
Prion-Protein
lagert sich

an zellvliires
Prion-Protein an
und bildet mit
ihm einen Inter-
mediir-Komplex,
aus dem zwei
pathologische
Prion-Protein-
Molekiile
hervorgehen
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dieses Protein bei der Regulation der
inneren Uhr oder bei der Nervenreiz-
leitung in Synapsen eine Rolle.

Das Gen fir das Prion-Protein liegt
im Erbgut bei Mensch und Tier je-
weils nur einmal je Chromosomen-
satz vor. Das Profein besteht — je nach
Spezies — aus 254 bis 273 Ami-
nosduren. Bei seiner Bildung in der
Zelle wird es mit unterschiedlichen
Mengen von Zuckerresten verknipft.
Reifes Prion-Protein weist daher drei
verschiedene Molekularmassen auf,
die sich in biochemisch-immunologi-
schen Nachweisverfahren als cha-
rakferistische Banden darstellen las-

sen [vgl. Abb. 5).

DAS PATHOLOGISCHE
PrioN-PROTEIN

Nach der Prion-Theorie stellt die
Umwandlung vom natirlichen, zel
luléren Prion-Protein (PrP<) zum patho-
logischen  Prion-Profein (PP das
Schlisselereignis fir die Vermehrung
des infektivsen Agens dar [Abb. 3).
Wie diese Umwandlung im Einzel-
nen im Organismus vonstatien geht,
ist bislang noch nicht geklért.

Anders als PrP< liegen PrP* als in-
frazellulér  abgelogerte  Aggregate
vor (Abb. 4). Die Proteine besitzen
eine TeilResistenz gegeniber dem ei-
weiBabbauenden Enzym Profeinase-
K: Nur das erste Drittel der Ami-
nosdurekette wird enzymatisch ver
daut. Der Nachweis der Anreiche-
rung des resistenten Reststicks im Ge-
hirn besitzt diagnostische Bedeutung
[Abb. 5). Gegen zellulares wie auch
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pathologisches  Prion-Profein  bildet
das Immunsysfem aufgrund der natir-
lichen Toleranz gegeniber kérperei-
genen Bestandteilen keine Antikér-
per. Deshalb ist derzeit keine Sero-
diagnostik fir diese FErkrankungen
moglich.

DiE PATHOGENESE

Infektionsversuche belegen, daf3
die Bildung des normalen Prion-Pro-
feins in den Zellen nicht nur eine Vor-
aussetzung fir den Ausbruch der Er-
krankung darstellt, sondern auch fir
die Vermehrung der Erreger notwen-
dig ist. Mduse ohne PrionGen er-
kranken nicht und produzieren auch
keine infekficsen Erreger. Wird aller
dings das Gen repariert, so bilden
diese Tiere wieder Prion-Protein und
werden fir die Krankheit empfang-
lich. Implantationsexperimente  mit
embryonalem Nervengewebe einer
PrP-bildenden Maus in das Gehirn ei-
ner PrP%%-Maus erbrachten einen
weiteren Einblick in die Pathogenese
dieser Erkrankungsgruppe: Nach ei-
ner Infeklion der so implantierten
Méuse mit ScrapieErregern degene-
rieren ausschlieBlich die Zellen im im-
plantierten Gewebe und bilden pa-
thologisches PrP, ohne daf die Mau-
se erkranken.

Inzwischen  wurden  fransgene
Méuse hergestellt, bei denen das PrP-
Cen gezielt entweder nur in Nerven-
zellen oder nur in Asfrozyten (Stitz-
zellen des Nervengewebes) gebildet
wird. Da beide Maustypen an Scro-
pie erkranken, sind wohl beide Zel-
arten infizierbar und vermehren den
Scrapie-Erreger. Welcher Mechanis-
mus ursGchlich fur den Untergang der
Zellen verantwortlich ist, ist bisher
noch unklar. Ein synthetisches ‘Mini-
Eiweify' aus 20 Aminosduren, das ei-
nem Teilstick von PrP entspricht,
bringt in der Zellkultur neuronale Zel-
len von normalen Mdusen zum Ab-
sterben, nicht aber die Zellen von
PrPY/OMéusen.

Trotz grof3er Anstrengungen konnte
bisher kein chemischer Unterschied

zwischen PrP¢ und PP gefunden
werden. Physikalische Untersuchun-
gen zeigen aber, daB PP vorwie-
gend aus B-Faltblatt-Strukturen aufge-
baut ist, wéhrend PrPC einen hdheren
Anteil an ahelikalen Strukturen auf-
weist. Das heif}t, beide Erscheinungs-
formen des Proteins bestehen aus den
gleichen Aminosduren, haben aber
eine andere rdumliche Struktur. Dies
kénnte die unterschiedlichen Figen-
schaften von PrP>¢ und PrP< zumindest
teilweise erkléren.

DiE ARTBARRIERE

Die Ubertragung von TSEs ber
verschiedene Tierarten hinweg ver-
lauft im allgemeinen sehr ineffizient.
Man spricht hier von einer Artbarrie-
re. So sind Mduse nur dann mit Ham-
ster-Prionen infizierbar, wenn sie
das  Hamster-Prion-Protein-Gen  tro-
gen. Diese Mduse bilden dann folge-
richtig auch nur pathologisches Ham-
ster-PrP>c und kein Maus-PrP%e. Dabei
unterscheiden sich die Hamster- und
die Maus-Prion-Proteine nur in weni-
gen Aminosduren. Generell wird an-
genommen, daf3 die Artbarriere
umso niedriger ist, je mehr sich die
Prion-Proteine der verschiedenen Ar
ten Ghneln.

Abb. 4: Immun-histochemischer Nachweis
der Ablagerung von pathologischem Prion-
Protein im Gehirn einer an Scrapie erkrank-
ten Maus. Die pathologischen Prion-Protei-
ne wurden markiert und angeférbt: Sie
sind in den befallenen Zellen als rote,
kleinkérnige Ablagerungen zv erkennen



Abb. 6: Méglicher Ubertragungsweg der Scrapie-Erreger vom Schaf auf
Rinder

Schaf- Rinder- Intermediar Schaf- Rinder-
Prpsc  Prp¢ Komplex Prpsc  PrpBsE

>3- B3
B33

Bei der Erstibertragung von TSE-Erregem in eine neue Spezies
(z. B. durch Verfitterung von Tiermehl aus erkrankten Schafen) behin-
dermn Tierartbedingte Unterschiede des pathologischen Prion-Proteins
der Ausgangsart {Schafe, rot) gegeniiber dem zellulgren Prion-Protein
der Empféangerart (Rinder, grin) die Bildung eines Intermedicr-Kom-
plexes, so dal® nur wenig Prion-Protein des Empfangers in pathologi-
sches Prion-Profein umgeformt wird. Die Ubertragung des Scrapie-Er
regers auf das Rind verléuft deshalb sehr ineffizient (obere Reihe), und
die Inkubationszeit bis zum Ausbruch der Krankheit ist entsprechend
lang. Bei der zweiten Passage der Erreger in der neuen Spezies (Rind)
existiert diese Barriere aber nicht mehr. Das heif3t: Wird aus Unwis-
senheit Tiermehl aus infizierten Rindern an andere Rinder verfittert, so
frifft pathologisches Prion-Protein auf zelluléres Prion-Protein desselben
Aufbaus, und der Umformungsprozef3 verlauft wesentlich effizienter
(Kreislauf mit dem durchgezogenen Pfeil — untere Zeile). Deshalb ist
bei der zweiten Passage des Erregers im Rind die Inkubationszeit
deutlich kiirzer als bei der Erstibertragung. Ist die Artbarriere also erst
einmal Uberwunden, so kann sich die Krankheit in der neuen Tierart

wesentlich schneller ausbreiten.

Wie nun in GroBbritannien die
Krankheit trotz Artbarriere von Scra-
pie-infizieren  Schafen auf Rinder
Ubergesprungen sein kénnte, verdeut

licht das Denkmodell in Abbildung 6.

IsT NUN DIE PRION-
THEORIE BEWIESEN?

Die beschriebenen Frgebnisse be-
legen einen engen Zusammenhang
zwischen Erkrankung, ursdchlichem
Infektionserreger und  Prion-Protein.
Sie beweisen allerdings nicht endgul-
tig, daB der Infektionserreger mit dem
pathologischen PrP identisch ist.

Den wichtigsten Einwand gegen
die Prion-Theorie stellt die Beobach-
fung von TSE-Eregersidmmen dar,
die sich durch unterschiedliche Inku-
bationszeiten sowie durch unter-
schiedliche Zerstérungsmuster im Ge-
hirn auszeichnen. Es ist unklar, wie
diese Stammeseigenschaften von ei-
nem einzigen Protein mit einer fest de-
finierfen AminosGuresequenz codiert

werden sollten. Deshalb kann bis
heufe nicht ausgeschlossen werden,
daf neben PrP auch andere Faktoren

ursdchlich an der Krankheit beteiligt
sind.

FORSCHUNGSPROJEKTE
pER BFAV

In der Bundesforschungsanstalt fir
Viruskrankheiten der Tiere (BFAV) wer-
den alle immunochemischen Untersu-
chungen zur Abklgrung begriindeter
BSE- und Scrapie-Verdachtsfalle in
Deutschland durchgefihrt. Die vier in
Deutschland aufgetretenen BSE-Félle
— einschlieBlich des Galloway-Rin-
des, das im Dezember 1996 im
Llandkreis Hoxter verendefe — wurden
in der BFAV bestdtigt. Diese Tiere
stammfen alle aus Grof3britannien.

In einem vom Bundeslandwirt-
schaftsministerium (BML) geférderten
Projekt wurde der ImmunoblotNach-
weis des pathologischen PP von
Rind, Schaf und Ziege efabliert und

optimiert. Auf der Grundloge dieser
Arbeiten sind wir nun bestrebt, Nach-
weisverfahren  zu entwickeln, die
auch routinemaBig zur Unfersuchung
von Proben auf  BSE  oder
Scrapie eingesetzt werden kénnen.

Dariiber hinaus gelang es in der
BFAV erstmals, Infektionserreger auch
im peripheren Nervensystem eines
an Scrapie erkrankten Schafes nach-
zZuweisen.

Weiterhin  wird eine transgene
Maus entwickelt, die anstelle des ei-
genen Prion-Proteins das Rinder-Prion-
Profein bildet. Bei dieser sollte die an-
sonsten hohe Artbarriere bei  der
Ubertragung des BSE-Erregers auf
die Maus erniedrigt sein, so daf sich
diese Tiere zu einem schnelleren und
empfindlicheren Nachweis von BSE-
Erregern eignen.

Im Rahmen eines europdischen
Forschungsverbundes werden Zellkul-
tursysteme zur Vermehrung von TSE-
Erregern verbessert, daneben be-
inhaltet ein vom Bundesforschungsmi-
nisterium  (BMBF) geférdertes  Vor
haben die Analyse der Struktur des
pathologischen Prion-Proteins. =

Dr. Martin H. Groschup, Bundesfor-
schungsanstalt fir Viruskrankheiten
der Tiere, PaulEhrlich-Str. 28,
72076 Tibingen

Prof. Dr. Thomas C. Mettenleiter,
Bundesforschungsanstalt  fir  Virus-
krankheiten der Tiere, Friedrich-

Loeffler-Institute, 17498 Insel Riems
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Abb. 5:
Immunoblot-
Nachweis des
pathologischen
Prion-Proteins
im Gebhirn eines
an BSE
verendeten Rindes.
Das Protein
wurde gereinigt,
avfgetrennt und
sichtbar gemacht.
Die drei charak-
teristischen
Banden sind nur
im Gehirnextrakt
des BSE-Tieres,
nicht aber im
Gewebe eines
gesunden Rindes
nachzuweisen.
Pathologisches
Prion-Protein
besitzt dariiber
hinavs eine
partielle
Proteinase K- (PK)
Resistenz: die
Behandlung mit
dem Enzym fiihrt
nicht zum vollstéin-
digen Verdav





