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1 EINLEITUNG

1.1 Neurodegenerative Krankheiten

Neurodegenerative Krankheiten sind Erkrankungen des Gehirns bzw. des zentralen
Nervensystems (ZNS) und sind vor allem durch einen Verlust des Nervengewebes
gekennzeichnet. Der Verlust der Neuronen verlauft progressiv und ist irreversibel. Die
dadurch hervorgerufenen schwerwiegenden Funktionsstérungen des Gehirns fiithren
letztendlich zum Tod. Zu den neurologischen Symptomen gehoren vor allem Stérungen
des Bewegungsapparates und Demenz. Die haufigsten neurodegenerativen Krankheiten
sind die Alzheimer-Krankheit und die Parkinson-Krankheit, seltener treten die Chorea
Huntington oder die Prionkrankheiten auf. Alle Krankheiten gehen mit der Ablagerung
von fehlgefalteten Proteinen einher, die toxisch fiir die Nervenzellen sind. Aus diesem
Grund wird diese Gruppe der neurodegenerativen Krankheiten auch als

Proteinfehlfaltungskrankheiten bezeichnet.

1.2 Prionkrankheiten

Im Gegensatz zu den meisten neurodegenerativen Krankheiten sind Prionkrankheiten
nicht nur genetisch oder sporadisch bedingt, sondern konnen auch tbertragen werden.
Der Name der Krankheiten beruht auf dem ungewo6hnlichem Erreger, dem Prion, einer
abnorm gefalteten Isoform des Kkorpereigenen Prion-Proteins (Kapitel 1.3).
Prionkrankheiten kommen sowohl beim Menschen als auch beim Tier vor (Uberblick in
Tabelle 1.2-1). Zu den Prionkrankheiten gehdren unter anderem die Traberkrankheit
(Scrapie) beim Schaf, die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) beim Rind und die
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (C]D) beim Menschen.

Die gemeinsamen Charakteristika aller Prionkrankheiten sind lange
symptomlose Inkubationszeiten von mehreren Jahren, wahrend der Krankheitsverlauf
sich liber einen Zeitrahmen von Monaten bis zu wenigen Jahren erstreckt. Zunachst
treten vor allem Storungen der Bewegungskoordination (Ataxie) auf; beim Menschen

sind die kognitiven Probleme und spater die Demenz besonders schwerwiegend.



2 Einleitung

Wahrend des Fortschreitens der Krankheit kommt es im ZNS zu einer Vakuolisierung
des Neuropils, einer abnormalen Vermehrung von Gliazellen und zu einem Verlust an
Neuronen. Lichtmikroskopisch wird die Vakuolisierung des Neuropils und der
Nervenzellverlust durch schwammartige (spongiforme) Veranderungen sichtbar.
Aufgrund der Ubertragbarkeit der Krankheit und der spongiformen Degeneration des
Hirngewebes wird auch der Begriff transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE)
fiir Prionkrankheiten verwendet. Neben den neuromorphologischen Verdnderungen
treten zudem extrazellulire plaqueartige Ablagerungen in Form von amorphen
Aggregate und amyloiden Strukturen auf, welche iiberwiegend aus dem Prion-Protein
bestehen. Entziindungen oder eine Immunantwort, wie bei anderen infektidsen

Krankheiten, bleiben aus.

Tabelle 1.2-1 Prionkrankheiten bei Mensch und Tier

Krankheit Wirt Ursache
Kuru Mensch Infek‘Flon_durch rituellen
Kannibalismus
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) Mensch
. Infektion durch medizinische
latrogen (iCJD) Unflle
e Keimbahnmutation im Prion-
Familiar (f¢J) Protein-Gen
; Spontane Umfaltung des Prion-
Sporadische (sCJD) Proteins/somatische Mutation
. Ubertragung durch kontaminierte
Neue Variante (vCJD) Rinder-Produkte
Gerstmann-Straussler-Schenker-Syndrom Keimbahnmutation im Prion-
Mensch .
(GSS) Protein-Gen
Fatale familidre Insomnie (FFI) Mensch Keimbahnmutation im Prion-

Protein-Gen

Scrapie  Schaf, Ziege  Sporadisch oder Infektion
Bovine spongiforme Enzephalopathie Rind Infektion durch Scrapie-
(BSE) kontaminiertes Futter
Transmissible Nerz-Enzephalopathie Nerz Infektion durch kontaminiertes
(TME) Futter
Chronische auszehrende Krankheit Hirsch. Elch Unbekannt, horizontal
(CWD) ’ libertragbar
Feline spongiforme Enzephalopathie Infektion durch kontaminiertes
Katzen
(FSE) Futter
Nyala-, Kudu- Infektion durch kontaminiertes

Exotische Huftier-Enzephalopathie

Antilope

Futter




Einleitung 3

1.2.1 Scrapie

Die Scrapie-Krankheit bei Schafen ist in Grof3britannien bereits 1732 beschrieben
worden, und ist damit die Prionkrankheit, die als erste entdeckt wurde. Der Name
Scrapie riihrt von der Tendenz der erkrankten Schafe her, sich die Wolle abzuscheuern
(von engl. scrape = ,kratzen“), wie in Abbildung 1.2-1 B gezeigt wird. Erste klinische
Symptome von Scrapie sind Ruhelosigkeit und eine gewisse Nervositat der Tiere. Ferner
treten neben dem starken Juckreiz Storungen der Korperkoordination zum Beispiel
beim Laufen auf, die auf Beeintrachtigungen des Kleinhirns hindeuten. Gelegentlich wird
eine Ubermafdige Flissigkeitszufuhr durch Trinken (Polydipsie) beobachtet. Die
Variation der Symptome ist durch Funktionsverluste verschiedener Teile des Gehirns
zu erklaren.

In Deutschland wurde die Traberkrankheit (aufgrund des trabartigen Ganges der
Schafe) erstmals im Jahr 1759 von dem Veterindrmediziner Leopoldt als ansteckende
Krankheit beschrieben (Leopoldt 1759). Zwischen 1920 und 1950 war Scrapie ein
grofdes Problem, da eine grofde Anzahl an englischen Suffolk-Schafen erkrankten.
Wahrscheinlich war der internationale Handel mit diesen Schafen fiir die Verbreitung
von Scrapie in weitere Lander verantwortlich.

gl i cn e e, 10 e Sl e e sl sy e

DerZeabiff  E befommen aud) mandse Shaafe den Trab, roeldes cine Krantheit
g}‘% Eb‘:i!:eber ift, Ve davan ju exfennen, wern fid) dag Etuck, 9as foldyen beformmt, nieders
Scbaafe unb 1€0t, und beift mit dem Maule an den Fisfen und um die LBeine, und veiz
it anftectead, bet fih) mit dem Kreuge an denen Stangen, verlieret das Sedeihen, frife

audy nid)t techt, und verlabmet endlicy; fie fdhleppen fidy fange, vetsebren
fich nach und nady, und julest mifien fie frerben. AWeld)es Bieh diefe Staus
pe befommt, wird nichebeffer.  Daber denn das allerbefte ift, Daf ¢in Sdar
fer, tocldher ein Stuck von dem Trabe befallen, geroabr id, es bald mwegs
fdafft, und vors herrfdafiliche Gefinde fhladytet. - €3 muf cin Sdafer
ein foldhes ShicE Bich alfo gleich von dem gefinden Bieh abforidern, denn ¢8
ftecft an, und Eann viclen Schaden unter der Heerde verurfadyen. -

Die oz . .Cs wird mandymal audy ein Stit Sdyaafvich toll.  WMehrentfeils cils
fudhe ift cine gt Dais Telleweerden von den Schaaffunden, roeldye denen Schafern find toll

Abbildung 1.2-1 Scrapie“(Tr.z;l.)verkrankh‘ei:t)'
A Erstbeschreibung der Ubertragbarkeit der Traberkrankheit durch Johann George Leopoldt 1759. B An
Scrapie erkranktes Schaf mit starkem Wolleverlust (Bild nach D. C. Gajdusek).

Scrapie war die erste Prionkrankheit, mit der die Infizierbarkeit von gesunden Schafen
mit Riickenmarksgewebe von erkrankten Schafen nachgewiesen werden konnte (Cuillé
and Chelle 1936). Es wird vermutet, dass sich Schafe in der Natur wahrend oder direkt
nach der Geburt infizieren (Pattison et al. 1974), da die meisten Schafe im Alter von
zwei bis fiinf Jahren erste Symptome aufweisen. Bei Scrapie spielt aufderdem die Prion-
Proteinsequenz (s. Kap. 1.3) des Schafes eine grofie Rolle in Bezug auf die

Suszeptibilitdt. Auch bei Ziegen wurde Scrapie festgestellt (Dickinson 1976; Detwiler
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1992). Eine erste speziesiibergreifende Ubertragung der Scrapie-Krankheit auf Maus
konnte durch Chandler (1961) dokumentiert werden. Die Ubertragung auf den
syrischen Goldhamster erfolgte etwas spater durch Marsh und Kimberlin (1975).
Aufgrund der kiirzeren Inkubationszeiten wurden daraufhin in vivo-Modellsysteme wie
Maus und Hamster fiir die Grundlagenforschung der Prionkrankeiten verwendet. Eine
Ubertragbarkeit von Scrapie auf den Menschen konnte bisher nicht nachgewiesen

werden.

1.2.2 Bovine Spongiforme Enzephalopathie

In Grofdbritannien gewann in den 1990iger Jahren die BSE an 6konomischer Bedeutung,
die nur 1 bis 2 Jahre nach dem 1. Auftreten als Prionkrankheit indentifiziert werden
konnte (Wells et al 1987). Der Ursprung der BSE-Epidemie beruht
hochstwahrscheinlich auf der Verfiitterung von nicht ausreichend dekontaminierten
Tiermehl aus Schlachtabfillen von Schafen, die an Scrapie erkrankt waren. Hierdurch
wurde vermutlich die Artenbarriere Uberwunden (Wilesmith et al 1991). Bei
Ubertragungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass eine orale Ubertragung von
BSE moglich ist (Anderson et al. 1996). Die meisten Tiere erkranken in einem Alter von
vier bis fiinf Jahren, wobei sich die Inkubationszeit von 18 Monaten bis liber mehrere
Jahre erstrecken kann. Die Symptome beinhalten Verhaltensdnderungen wie erhéhte
Reizbarkeit und Nervositat, sowie Aggressivitat der Tiere. Das Schwanken und Taumeln
(Ataxie) sowie das Muskelzittern (Tremor) deuten auf das Fortschreiten der Krankheit
hin (siehe auch Abbildung 1.2-2).

Das gehdufte Auftreten der bovinen spongiformen Enzephalopathie bei Rindern
16ste in Grofdbritannien Mitte der achtziger Jahre grofde Besorgnis liber die Ausmafde der
Krankheit aus. Die Verfiitterung von Tiermehl an Rinder wurde 1988 in Grofdbritannien
und 1994 in Frankreich verboten. 1996 wurde vom Amt fiir Gesundheit des Vereinigten
Konigreichs bekannt gegeben, dass der BSE-Erreger auf den Menschen tiibertragen

wurde.
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Biidung 122 An SEekrante Kh o
(Bild nach D. C. Gajdusek)

1.2.3 Humane Prionkrankheiten

Die Kuru-Krankheit wurde 1957 das erste Mal von Gajdusek und Zigas bei Stammen der
Fore auf Neu Guinea beschrieben (Zigas and Gajdusek 1957). Stammesangehorige
praparierten die Gehirne der Toten als rituelle Speise oder verteilten sie auch auf der
Haut, um den Geist der Vorfahren zu ehren. Beim Vergleich histopathologischer Schnitte
des Hirngewebes von an Kuru-Verstorbenen stellte sich eine Ahnlichkeit zwischen
Scrapie und Kuru heraus, die das erste Mal von Hadlow (1959) als ,Scapie-Kuru-
Connection” beschrieben wurde. Im gleichen Jahr wurde auch eine grofie
Ubereinstimmung mit der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, die schon in den zwanziger
Jahren durch Hans G. Creutzfeldt und Alfons M. Jakob beschrieben wurde, dargelegt
(Klatzo et al. 1959). Der infektiose Charakter von Kuru konnte erst 1966 durch
Inokulationsexperimente mit Schimpansen bestatigt werden (Gajdusek et al. 1966).

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (englisch: Creutzfeldt-Jakob disease; C]D) ist, die
beim Menschen am haufigsten auftretende Prionkrankheit und kann in verschiedenen
Formen auftreten. In 80 bis 90 % der Falle tritt die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
sporadisch (sC]JD) auf. Des Weiteren gibt es die familiare CJD (fCJD), die autosomal-
dominant vererbt wird und 10 % der Falle ausmacht. Die iatrogen erworbene CJD (iCJD)
wurde durch medizinische Eingriffe verursacht, wie der Verwendung von
kontaminierten Operationsbesteck, der Transplantation erregerhaltiger
Hirnhautpraparate oder der Verabreichung kontaminierter Wachstumshormone. In den

genannten Fallen war die lange Inkubationszeit und die ungewdhnliche Resistenz des
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Erregers gegeniiber den normalen Desinfektionsmethoden nicht bekannt. Aus den
iatrogenen Fallen lies sich eine Inkubationszeit von 15 bis 28 Monaten ableiten. Eine
weitere Form von CJD wird als neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vC]JD)
bezeichnet, welche hochstwahrscheinlich durch den Verzehr von BSE-kontaminierten
Nahrungsmitteln hervorgerufen wurde. Der erste vCJD-Fall ist 1995 in Grofdbritannien
diagnostiziert worden (Chazot et al. 1996). Die Vermutung eines Zusammenhangs von
BSE und vCJD entstand durch die Haufung der vC]JD-Fdlle in Grofdbritannien im
zeitlichen Zusammenhang mit der BSE-Epidemie (Vergl. Abbildung 1.2-1).
Untersuchungen ergaben, dass sich die proteindsen Ablagerungen sowie die
Lasionsmuster im Gehirn bei BSE und vC]JD mehr dhneln als bei vCJD und sC]JD (Bruce et
al. 1997). BSE lief3 sich in Infektiosnstudien auf Makaken tibertragen (Lasmezas et al.

1996), was auch die Hypothese unterstiitzt, dass BSE auf den Menschen tibertragbar ist.
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Abbildung 1.2-3 BSE und vCJD-Fille in Grof3britannen
Quelle fiir BSE-Falle: OIE World Organisation for Animal Health - Stand 9/2009; Quelle: fiir vC]D-Faille:
National Creutzfeldt-Jakob Disease Surveillance Unit - Stand 07 /2009

Bei der sporadischen C]D treten als ein Symptom eine rasch fortschreitende Demenz
auf, welche von einem Zittern der Gliedmafien, unkoordinierten Bewegungen,
Zuckungen der Muskulatur und epileptischen Anfallen begleitet wird. Die vC]D dagegen
unterscheidet sich von der klassischen CJD durch das Alter der Patienten von im
Durchschnitt von 20 bis 30 Jahren im Vergleich zu 65 Jahren bei der klassischen CJ]D.
Zunachst machen sich psychische Symptome, wie Depressionen oder Angstzustande
bemerkbar. Die flir CJD typische Demenz tritt erst spdter ein. Im Endstadium der
Erkrankung haben die Patienten keinerlei Moglichkeit, mit ihrer Umwelt zu

kommunizieren. Die Patienten versterben nach wenigen Monaten bis zwei Jahren.
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1.3 Das Prion-Protein

1.3.1 Die Prionhypothese

Zu der Natur des Erregers der Prionkrankheiten wurden verschiedene Hypothesen
aufgestellt. Eine der ersten beinhaltete, dass es sich um einen Virus handelt. Aufgrund
der langen Inkubationszeit wurde der Begriff ,slow virus” gepragt (Field 1969). Aber
eine ungewoOhnlich hohe Resistenz des Erregers gegeniiber nukleinsaureschadigender
Strahlung sprachen gegen diese Annahme (Alper et al 1966). So wurden erste
Vermutungen hinsichtlich eines sich selbst-replizierenden proteinartigem Erreger der
Erkrankung (Griffith 1967) gedufert. Aufgrund der Ubertragbarkeit des Scrapie-
Erregers auf Hamster und Mdause standen geeignete Modellsysteme, vor allem zur
Bestimmung der Infektiositat, zur Verfiigung. Versuche, bei denen das infektiose
Material nukleinsdureschiadigender Behandlungen unterzogen wurde, zeigten, dass
Infektiositat durch solche Behandlungen nicht zerstért wurde. Bei der Behandlung mit
proteinschadigenden Techniken hingegen kam es zu einem Verlust an Infektiositat
(Prusiner et al. 1981). Die Resistenz des Scrapie-Erregers gegeniiber dem
proteolytischen Abbau durch Proteinase K (PK) war die Voraussetzung fiir die spatere
Aufreinigung. So konnte belegt werden, dass die Hauptkomponente des Erregers ein
Protein war (Bolton et al. 1982). Daraufhin wurde von S.B. Prusiner die Prion-
Hypothese aufgestellt, die den Erreger als proteinaceous infectious particle (Prion)
beschreibt (1982). Mittels quantitativer Analysen des gereinigten Scrapie-Erregers
konnten Nukleinsduren als wesentlicher Teil der Infektiositat ausgeschlossen werden
(Kellings et al. 1992; Riesner et al. 1993; Safar et al. 2005). Die ,protein only“ Hypothese
besagt, dass der Erreger allein aus Protein besteht; sie wurde weiter bestarkt, als es
gelang mit rekombinant hergestellten PrP-Fibrillen im Tierversuch geringe Mengen an
Infektiositdt nachzuweisen (Legname et al. 2004).

Die Aminosduresequenz des krankheitsassoziierten Proteins wurde analysiert
(Prusiner et al. 1984) und nachgewiesen, dass das Prion-Protein (PrP) im Wirtsgenom
von infizierten als auch in nicht infizierten Organismen zu finden ist (Oesch et al. 1985)
und als korpereigenes Protein exprimiert wird. Fir die Entdeckung der Prionen als
neuartigen Erregertyp erhielt Prusiner 1997 den Nobelpreis fiir Medizin und

Physiologie.
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1.3.2 Zellulires Prion-Protein

Das zelluldare Prion-Protein (PrP¢) ist ein membrangebundenes Glykoprotein, welches
von jedem Sauger exprimiert wird. PrP¢ wird in den Zellen der meisten Organe
exprimiert und ist evolutionar hoch konserviert. Die grofdte Menge an PrP-mRNA wurde
in den Nervenzellen gefunden (Kretzschmar et al. 1986). Nach der Translation und
Transkription erfolgen diverse Modifikationen des PrPC. Der Glykophosphatidylinositol-
Anker (GPI-Anker) wird nach der Abspaltung des C-terminalen Siganalpeptides am C-
Terminus verkniipft. Eine Disulfidbriicke bildet sich aus und PrP kann bis zu zwei N-
Glykosylierungen besitzen. Am N-terminalen Ende treten sich wiederholende
Aminosduresequenzen auf, dieses sogenannte Oktarepeat kann fiinf bis sechs Kupfer-
Ionen (Cu?*) binden. Nach der posttranslationalen Modifikation weist PrPC je nach
Glykosilierung ein Molekulargewicht von 33 bis 35 kDa auf. Wie auch andere
Membranproteine wird das PrP¢ im rauen Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert,
durchquert den Golgi-Apparat und wird zur Zellmembran transportiert, wo es in
Cholesterin-reichen Mikrodomanen wie den Lipid Rafts bzw. Caveolae verbleibt (Vey et
al. 1996).

Die Funktion des Prion-Proteins ist bis heute noch nicht vollstandig bekannt.
Versuche mit transgenen Mausen, deren PRNP-Gen deletiert wurde (sogenannte ,,Knock-
out” Mause), zeigten, dass diese Tiere lebensfahig sind (Bueler et al. 1992) und nur
leichte Veranderungen im Schlaf-Wach-Rhythmus (Tobler et al 1996), beim
Geruchsinns (Le Pichon et al 2009) oder eine fehlerhafte Vermehrung und
Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen (Steele et al. 2006) aufwiesen.
Trotzdem konnte die genaue Funktion von PrP¢ nicht bestimmt werden. Naheliegend
sind Funktionen eines Membran-Rezeptors, Adhasionsmolekiils oder Transportproteins.
Wie oben erwdhnt, kann PrPC aufgrund des vorhandenen Oktarepeats mehrere Cu?*
Ionen binden (Hornshaw et al. 1995; Brown et al. 1997). Zellinien, die kein PrP
expremierten, wiesen eine erhohte Anfalligkeit gegeniiber oxidativen Stress auf. Daraus
lasst sich schliefden, dass das PrP bei der Kupferaufnahme an Synapsen beteiligt sein
konnte. Es wurde vermutet, dass PrP¢ eine Superoxiddismutase (SOD) Aktivitit besitzt
(Brown et al. 1997). Auflerdem spielt PrP bei der Stabilitdt von Zell-Zell-Kontakten
wahrend der embryonalen Entwicklung eine Rolle, was auch die hohe Konservierung

des Prion-Proteins erklaren wiirde (Malaga-Trillo et al. 2009).
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Abbildung 1.3-1 Struktur von PrP¢ und Strukturmodelle von PrPsc
[A] NMR-Struktur des rekombinanten PrP mit den Aminosduren 90 - 230 des syrischen Goldhamsters
(verandert nach (Liu et al. 1999)). Das entspricht der Sequenz des, mit PK behandelten, N-terminal
verkiirzten PrPsc. [B] Auf elektronenmikroskopischen Daten von 2D-Kistallen beruhendes Strukturmodell
von PrP27-30 als Einzeldarstellung von PrPs;; [C] alsTrimer; und [D] als Fibrille aus
libereinandergelagerten Trimeren (verdandert nach (Govaerts et al. 2004)).

1.3.3 PrP¢ vs. PrPsc

Das zelluldare Prion-Protein PrPC¢ unterscheidet sich weder in der Aminosduresequenz
noch in den posttranslationalen Modifikationen von dem Pathogen-assoziiertem Prion-
Protein PrPsc (Stahl et al. 1993). PrPsc weist jedoch eine andere Sekundar-, Tertiar- und
Quartarstruktur auf. So besitzt PrP¢ zu 42 % hauptsachlich eine a-helikale Struktur
(siehe Abbildung 1.3-1). Die krankheits-assoziierte Isoform PrPSc hingegen wird von
einer (-Faltblatt-Struktur dominiert (43 %), wobei der a-helikale Anteil 30 % betragt
(Pan et al. 1993). Neben den strukturellen Eigenschaften wurden weitere Unterschiede
der beiden Isoformen in Bezug auf das biophysikalische und biochemische Verhalten
festgestellt (siehe auch Tabelle 1.3-1). Im Gegensatz zu PrPC¢ ist PrPsc partiell resistent
gegen die proteolytische Hydrolyse durch Proteinase K (PK). Dabei entsteht ein um etwa
70 Aminsauren N-terminal verkiirztes 27-30 kDa grofdes PrP-Fragment das PrP27-30,
auch als resPrP bezeichnet. PrP27-30 bildet regelmafdige amyloide Strukturen (,prion
rods”), die weiterhin infektios sind (Prusiner et al. 1983). PrP¢ wird innerhalb weniger
Minuten zu kurzen Oligopeptiden abgebaut (McKinley et al. 1983) und ist somit
vollstindig PK-sensitiv. Die meisten diagnostischen Schnelltests (Vergl. Kapitel 1.5.1)
bedienen sich der PK-Resistenz als Marker fiir das krankheitsassoziierte Prion-Protein.
Durch Solubilisierungsversuche mit dem ionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat
(SDS) wurde zuvor infektioses PrP27-30 in eine a-helikale, oligomerische und nicht
infektiose Form umgewandelt (Riesner et al. 1996). Die Bildung von unldslichen

Aggregaten des PrPsc in vivo korreliert mit der Infektiositat.
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Tabelle 1.3-1 Die Eigenschaften von PrP¢ und PrP5c im Vergleich

Scrapie Isoform (PrPsc)

Nicht infektios Infektios
Uberwiegend a-helikale Struktur Uberwiegend B-Faltblatt Struktur
Monomer Aggregiert
Loslich in milden Detergenzien Unl6slich in milden Detergenzien

Proteinase K-sensitiv Teilweise Proteinase K-resistent

1.3.4 Prion-Stamme

Schon 1961 wurden bei der experimentellen Ubertragung von Scrapie auf Ziegen
Unterschiede im Krankheitsverlauf festgestellt (Pattison and Millson 1961). Die
Einteilung des TSE-Erregers in verschiedene Stimme resultierte aus Untersuchungen
mit infizierten Mausen, die genetisch identisch waren. Obwohl die Tiere den gleichen
genetischen Hintergrund und damit die identische PrP-Sequenz besafden, entwickelten
die Mduse Erkrankungen mit verschiedenen Phanotypen, wie Unterschiede in der
Inkubationszeit, der klinischen Symptomatik und der Lasionsmuster im Gehirn
(Dickinson et al 1968; Bruce and Fraser 1991). Es wurden fiinf
Unterscheidungsmerkmale fiir verschiedene Prion-Stimme analysiert: Klinische
Symptomatik, Ubertragbarkeit, Inaktivierungsverhalten, PK-Resistenz von PrPs¢ sowie
Glykosylierungsmuster von PrPsc. Lange war das Phinomen der Prion-Stimme ein
Grund zur Annahme, dass Nukleinsduren die stammspezifischen Informationen liefern.
Heute geht man davon aus, dass die verschiedenen Stammeigenschaften durch
variierende Konformationen des krankheitsassoziierten PrPSc bestimmt werden
(Caughey et al. 1998; Sigurdson et al. 2007). Diese Vermutung wurde auch durch die
verschieden starke Resistenz des PrPSc gegen Proteolyse mit PK gestiitzt. Zu dem konnte
von Safar und Kollegen erstmalig ein PK-sensitiver Anteil des PrPsc nachgewiesen
werden (senPrPsc). Bei verschiedenen Hamster-Scrapie-Stimmen variierte der Anteil an
senPrPsc zwischen 5 % und 90 % vom Gesamtanteil an krankheitsassoziierten PrPsc.
Somit weisen bei einigen Scrapie-Stimme nur 10 % des pathologischen Prion-Proteins

auch PK-Resistenz auf.
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1.3.5 Replikationsmodelle des Prion-Erregers

Bei Versuchen mit Knock-out Mausen konnte gezeigt werden, dass diese nach
Inokulation mit Prionen nicht erkranken (Bueler et al. 1992). Dieses Ergebnis weifst
darauf hin, dass die Expression des zelluldren Prion-Proteins die Voraussetzung fiir die
Vermehrung des Erregers ist und somit fiir den Ausbruch der Krankheit verantwortlich
ist. Auch die ,protein only”“ Hypothese beschreibt die Vermehrung (Replikation) des
Erregers, indem PrPS¢ vorhandenes PrP¢ strukturell in die krankheitsassoziierte Form
umfaltet. Die Basis dieses Prozesses liegt demnach in der dreidimensionalen Struktur
des PrPs¢, da codierende Nukleinsduren als Teil der infektiosen Einheit ausgeschlossen
werden konnten (Vergl. Kap. 1.3.1). Den Modellen zur Replikation des Prion-Erregers
wird vor allem eine Erkldrung zur spontanen, genetischen und infektiésen Form der
Krankheit abverlangt. Das Modell der keiminduzierten Aggregation von Jarrett und
Lansbury (1993) beruht auf einer nukleationsabhdngigen Polymerisation. Der
entscheidende Schritt ist dabei nicht die Konversion von PrP¢ und PrPSc¢, sondern die
Bildung eines Nukleationskeims aus PrP (Keimbildung). An diesen Keim lagern sich nur
PrP-Molekiile in der PrP5¢-Form an. Die infektiése Form des PrP besteht aus geordnetem
und aggregierten PrPS¢, aus denen durch Fragmentierung eine grof3e Zahl neuer Keime
entstehen kann (siehe Abbildung 1.3-2 A).

Ein zweites Modell beinhaltet ein semistabiles Intermediat bei der Bildung von
PrPsc(Cohen et al. 1994). PrPC kann in seltenen Fallen ein teilweise entfaltetes Monomer
(PrP*) bilden, welches entweder wieder zuriickgefaltet und abgebaut wird oder mit
PrPsc einen Komplex (Heterodimer) bildet und zu PrPs¢ konvertiert (Abbildung 1.2-1B).
Bei der genetisch bedingten Erkrankung ist laut diesem Model die Umfaltung von PrP¢
zu PrP* begiinstigt. Bei der kinetischen Betrachtung des Modells stellte Manfred Eigen
(1996) fest, dass bei einer sporadischen Erkrankung der Konversionsprozess extrem
langsam ablaufen miisste, um die geringe Inzidenz von Prionkrankheiten zu erklaren.
Andererseits miisste der katalytische Effekt von PrPS¢ sehr hoch sein, damit die
Krankheit wahrend der Lebensspanne eines Organismus tiberhaupt ausbrechen kann. In
Folge dessen stellte Eigen das kooperative Heterodimermodell auf (Kooperatives
Prusiner Modell). Dabei muss das Zusammenwirken mehrerer PrPsc-Molekiile erfolgen,

um ein PrP¢-Molekil umzuwandeln.
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Abbildung 1.3-2 Replikationsmodelle des Prion-Erregers
[A] Modell der keimabhangigen Polymerisation (verdndert nach (Jarrett and Lansbury 1993)),
entscheidend fiir die Bildung von PrPSc ist das Uberschreiten einer kritischen KeimgroRe. [B]
Heterodimermodell der Prionreplikation (verandert nach (Cohen et al. 1994)), die Umwandlung von PrP¢
in PrPsc erfolgt iiber einen heterodimeren Zwischenzustand.

1.4 Erreger-Propagation

Bei der oralen Infektion erfolgt die Adsorption des Erregers iiber den Darm. Das
Pathogen-assoziierte PrPsc durchquert die Schleimhdute des Verdauungstraktes, in den
sogenannten Peyerschen Plaques, und repliziert, vor der Invasion des zentralen
Nervensystems und der Entwicklung klinischer Symptome, in den lymphatischen
Geweben. Dies wurde durch Experimente mit Scrapie-infizierten Mausen belegt. Schon
eine Woche nach der Inokulation des Scrapie-Erregers, wurde in den Peyerschen Driisen
und in Lymphknoten Infektiositiat gefunden (Kimberlin and Walker 1989). PrPsc gelangt
am distalen Diinndarm iiber die Blutbahn in die Lymphe sowie andere Organe und von
dort aus lber die peripheren Nerven in das Zentrale Nervensystem (Vergl. Abbildung
1.4-1). Wahrscheinlich erfolgt die Verteilung der Prionen im Kérper durch Bindung an
das im Blut vorhandene Eisen-transportierende Protein Ferritin (Mishra et al. 2004). Die
Ausbreitung von PrPs¢ in Oligomerform tber die Blut-Hirn-Schranke konnte von Banks
und Kollegen gezeigt werden (2004). Somit kann PrP5¢ sowohl in das Hirngewebe als

auch in die Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) gelangen.
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PrPS¢ wurde auch im Riechepithel (Tabaton et al. 2004) sowie im Muskelgewebe von
sC]D-Patienten (Glatzel et al 2003) nachgewiesen. In vC]D-Patienten wurden
Anhdufungen an PrPSc sowohl in den Mandeln als auch im Blinddarm und in der Milz
gefunden (Hilton et al. 2002). In TSE-erkrankten Tieren wurde Infektiositat in Speichel,
Milch, Blut und Muskeln festgestellt (Angers et al. 2006; Mathiason et al. 2006; Lacroux
et al. 2008). Des Weiteren zeigten Infektionsstudien bei vorheriger Entziindung von
Organen, hervorgerufen durch andere Krankheiten, eine hohere Anfalligkeit gegeniiber

Prionen (Uberblick in (Nuvolone et al. 2009)).

Prionreplikation
—— Priontransport

Abbildung 1.4-1 Ausbreitung und Transport von Prionen im menschlichen Kérper.
Oral aufgenommenes PrPsc¢ wird vom Darm, iberwiegend an den Peyerschen Plaques, adsorbiert und in
die Blutbahn sowie in lymphathische Fliissigkeiten transportiert. Nach einem Replikationsschritt in
lymphatischen Organen wie Milz, Blinddarm oder Mandeln wird der Erreger vorwiegend iiber periphere
Nerven ins Gehirn transportiert. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass PrPsc direkt iliber die Blut-
Hirnschranke ins Gehirn gelangt (verdndert nach (Soto 2004)).
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1.5 Diagnose von Prionkrankheiten

Aufgrund der Natur des Erregers ist es eine grofde Herausforderung, eine sensitive
molekulare Diagnostik fiir Prionkrankheiten zu entwickeln. Die grofdte Schwierigkeit
liegt darin, dass die Krankheit durch die Fehlfaltung eines koérpereigenen Proteins
hervorgerufen wird und damit kaum eine Immunantwort erfolgt. Die gegenwartige
Diagnose der CJD oder anderer humaner Prionkrankheiten beruht auf klinischen
Symptomen wie Demenz, Muskelzuckungen oder Koordinationsstérungen sowie
Untersuchungen des Gehirns mittels Elektroenzephalogrammen und der
Magnetresonanztomographie (Kretzschmar and Feiden 2002). Das Problem dieser
Methoden liegt darin begriindet, dass verschiedene Formen der CJD kaum von anderen
neurodegenerativen Krankheiten unterschieden werden kénnen. CJD kann zurzeit nur
post mortem mittels neuropathologischer Untersuchungen und dem biochemischen
Nachweis des Pathogen-assoziierten PrPS¢ im Hirngewebe bestatigt werden.

Aufgrund des infektiosen Charakters der Prionkrankheiten besteht die Gefahr der
Ubertragung, wie im iatrogenen Falle der CJD durch den Einsatz von Blutkonserven
(Llewelyn et al. 2004; Peden et al. 2004; Wroe et al. 2006; HealthProtectionAgency
2007) oder gerade in der Gehirnchirurgie. Eine Quantifizierung der Infektiositat ist nur
mit Bioassays moglich. Dazu wird das zu untersuchende Material in Tierversuchen
intracerebral injiziert und das Auftreten von klinischen Symptomen untersucht. Dabei
werden hauptsachlich transgene Mause, die das humane PrP-Gen tragen, verwendet. Die
Titerbestimmung findet mit Hilfe der Inokulation von einer logarithmischen
Verdlinnungsreihe statt. Der grofde Nachteil der Bioassays liegt in der langen

Inkubationszeit und damit dem langen Zeitraum bis das endgiiltige Ergebnis feststeht.

1.5.1 Molekulare Diagnose

Im Zuge der BSE-Krise wurden Schnelltests zum Nachweis von PrPsc¢ zahlreicher
Rinderproben benétigt. So wurden von der Europdischen Union fiinf Schnelltests
zugelassen, die in Tabelle 1.5-1 zusammengefasst dargestellt sind. Alle BSE-Schnelltests
sind Immunoassays, die das PK-resistente krankheitsassoziierte PrP post mortem im

Hirngewebe nachweisen.
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Der Prionics-Check Western beruht auf dem immunologischen Nachweis von resPrPsc
nach einem Western-Blot (Schaller et al 1999). Wohingegen die restlichen
Nachweistests mit einem Sandwich-ELISA (Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest)
arbeiten. Der CDI (Conformation dependent immunoassay) unterscheidet sich etwas von
dem ELISA-typischen Prinzip. Dieser konformationsabhangige Immunoassay basiert auf
der Erkennung eines strukturabhdngiges Epitops, welches bei dem nativen PrP¢
zuganglich aber in der PrPsc -Konformation verdeckt ist (Safar et al. 2002). Nach der
Denaturierung mit Guanidinhydrochlorid wird im Falle von PrPS¢ auch das Epitop
entfaltet und eine Antikérperbindung ist méglich. Die Diagnose kann somit durch das

Verhdltnis der Detektion von denaturiertem und nativen PrP erfolgen. Um

Hintergrundsignale des nativen PrPCs zu reduzieren wird auch hier eine proteolytischer

Schritt mit PK verwendet.

Tabelle 1.5-1 Post mortem Schnelltests fiir Prionkrankheiten

Test Testart Einsatz  Spezi- Sensi- Vorteil Nachteil Nutzung
von PK fitait  tivitat
essentiell
Prionics- Western- Ja 100% 75% Schliefdt Begrenzte Kontrolle
Check Blot bei 10-1 Falsch- Sensitivitit von 8 Mio
Western Positive Rindern
aus
Prionics- Sandwich Ja 100% 100%  Schnellig- Falsch- Weniger
Check ELISA bei 10-2 keit, Positive verwendet
LIA Automati- durch als
sierung unvoll- Prionics-
standige PK- Check
Verdauung Western
von PrPc
Enfer Sandwich Ja 100% 100 % Einfach Falsch- Kontrolle
TSE ELISA bei und Positive von 3 Mio
Assay 10-15 schnell durch Rindern in
unvoll- Europa
standige PK-
Verdauung
von PrP¢
Bio-Rad  Sandwich Ja 100% 100%  Hohe Sen- Labor Einsatz in
TeSeE ELISA bei 10-2 sitivitat intensiv Japan als
frither
Nachweis
von BSE
InPro Sandwich  Nein,wird 100% 100 % Detektion  Test konnte Kein
CDI-5 ELISA aber ein- bei von PrPsc durch Ein- Routine-
Test gesetzt, um 10-15 satz von PK Einsatz
Hintergrun an Sensi-
dsignale zu tivitat
reduzieren verlieren

(verandert nach (Lehto et al. 2006))
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Im Jahr 2004 wurden von der Europdischen Kommission sieben weitere Schnelltests fiir
den Nachweis von BSE zugelassen. Von diesen sieben Tests basieren sechs auf dem
Nachweis von PK-resistentem PrPsc. Damit verlieren diese Immunoassays an
Sensitivitdt, da sie kein senPrPSc detektieren, was gerade im frithen Stadium der
Erkrankung auftreten konnte. Eine Ausnahme bildet der IDEXX HerdChek BSE Antigen
EIA Test, der auf eine Behandlung von PK verzichtet. Das zu testende Hirngewebe wird
ohne eine Vorbehandlung mit PK auf einer Microtiterplatte inkubiert, die mit einem
PrPsc-spezifischen Polymer (Seprion-Affinitatsligand) beschichtet ist. Der Nachweis des
PrPsc erfolgt hier immunologisch. Der Test erreicht bei einer 1:800 Verdiinnung von
Hirnhomogenat eine Sensitivitit von 80 %. Mit diesem Test konnte Pathogen-
assoziertes PrP im Blut von praklinischen Scrapie-infizierten Schafen detektiert werden
(Terry et al. 2009). Ein Nachteil dieser Methode ist eine leichte Vorbehandlung der
Proben mit Enzymen wie Trypsin, wobei noch nicht geklart ist, welche Auswirkung das
auf vorhandenes senPrPsc hat (Pastrana et al. 2006).

Im Hinblick auf eine ante mortem Diagnose von CJD beim Menschen ist die
Verwendung von Hirngewebe nicht praktikabel. So werden bei der Diagnose von sCJD
Surrogatmarker wie das 14-3-3 Protein im Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) herangezogen
(Hsich et al. 1996; Zerr et al. 1998). Der 14-3-3 Test ist flr die neue Variante vC]D nicht
anwendbar (Will et al 2000; Huang et al. 2003). Des Weiteren tritt eine erhohte
Konzentration des 14-3-3 Proteins im CSF mit dem Absterben von Neuronen auf. Somit
ist eine Differenzierung in der Diagnose von Prionkrankheiten zu anderen

neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit nur schwer méglich.

1.5.2 Aktuelle diagnostische Ansatze

1.5.2.1 Nachweis minimaler Mengen an PrPSc mittels Amplifikation

Ein sehr sensitiver Ansatz zur Detektion von PrPs¢ im Blut oder anderen
Korperfliissigkeiten ist die zyklische Amplifikation des resPrPsc in vitro (Saborio et al.
2001). Dabei induzieren minimale Mengen an PrPSc die Umfaltung einer grof3en Menge
an PrPC¢ zu PrPsc. Durch Ultraschallbehandlung werden die gebildeten PrPsc-Aggregate
zerschlagen und mehr Anlagerungsflache fiir neues PrP¢ wird frei. Mit dieser Methode,
auch als protein misfolding cyclic amplification (PMCA) bezeichnet, konnen PrPSc-Partikel

zehnmillionenfach vervielfaltigt werden (Castilla et al. 2005). Der Nachweis von resPrpPsc
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erfolgt mittels Western-Blot. Der grofde Nachteil dieser Methode ist die mdgliche
spontane Konversion des PrP¢ und somit der spontanen Bildung von PrPSc¢ de novo
(Deleault et al. 2007) was zu falsch-positiven Fallen fiihren kann. Ein weiterer Nachteil

ist die Dauer des PMCA von mehreren Tagen bis Wochen.

1.5.2.2 Nachweis von Prion-Proteinaggregaten mittels Fluoreszenz-Korrelations-

Spektroskopie

Auch in unserem Institut wurde ein diagnostischer Ansatz fiir Prionkrankheiten
entwickelt, welcher auf der Detektion von fluoreszenzmarkierten PrP-Aggregaten mit
Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) beruht. Der konfokale Aufbau
des FCS-Instruments ermdglicht die Detektion von Fluoreszenzfluktuationen in einem
sehr kleinen Volumen im femtoliter-Bereich und damit der Messung sehr geringer
Konzentrationen an fluoreszierenden Molekiilen. Mit der FCS konnen Diffusionszeiten
sowie das Molekulargewicht von fluoreszierenden Molekiilen bestimmt werden. Somit
ist eine Unterscheidung von Monomeren und Aggregaten moglich.

In den Experimenten von Pitschke (1998) konnten mit dieser Methode Amyloid-
B(AB)-Aggregate im CSF von Alzheimer-Patienten detektiert werden. Fiir den Nachweis
der AB-Aggregate wurden Amyloid-B-Monomere fluoreszenzmarkiert und zu den CSF-
Proben von Alzheimer-Patienten und von gesunden Probanden gegeben. Die
fluoreszenzmarkierten AB-Monomere lagerten sich an AB-Aggregate an (keiminduzierte
Multimerisation) und bildeten so hochfluoreszente AB-Aggregate. In den CSF-Proben
der gesunden Probanden wurden nur geringe Fluoreszenzschwankungen der
markierten Monomere detektiert, wohingegen in den CSF-Proben der Alzheimer
Patienten hohe Intensititspeaks, aufgrund der mehrfachmarkierten AB-Aggregate
gemessen wurden.

Der beschriebene diagnostische Ansatz konnte in unserem Institut von Birkmann
et al. (2006) auch auf Prionkrankheiten iibertragen werden. Die Detektion von
hochfluoreszenten Aggregaten beruhte nun nicht mehr auf der Anlagerung von
fluoreszenzmarkierten Monomeren, sondern auf der Bindung von
fluoreszenzmarkierten Anti-PrP-Antikérpern. So konnten Prion-Proteinaggregate
sowohl im Hirnhomogenat Scrapie-infizierter Hamster als auch BSE-infizierter Rinder
nachgewiesen werden. Bei der Vorbehandlung der Hirnhomogenate wurde bewusst auf
eine PK-Behandlung verzichtet, um einem Verlust an Sensitivitat durch den Abbau von

senPrPsc entgegenzuwirken. Durch die Erweiterung des Spektrometers mit einem
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zweiten Laser konnten zwei verschieden markierte Detektionsantikérper als Sonden
eingesetzt werden. Mit Hilfe von Koinzidenz-Analysen konnte so die Spezifitat fiir den
Prion-Proteinaggregatnachweis erhoht werden. Der zusatzliche Einsatz eines
Beamscanners ermoglichte ein aktives Scannen der Losung nach Prion-
Proteinaggregaten. Trotz der technischen und biochemischen Optimierungen sind die
Messungen in Losung durch hohe Standardabweichungen der Messungen aufgrund der
Verteilung der Aggregate in Losung limitiert.

Eine weitere Entwicklung erfolgte durch die Konzentrierung der Prion-
Proteinaggregate auf der Glasoberflache eines Assay-Chips (Birkmann et al. 2007). Die
Glasoberfliche = der  Microtiterplatte = wurde mit einem  PrP-spezifischen
Captureantikorper beschichtet und die Prion-Proteinaggregate Capture-vermittelt auf
der Oberflaiche der Microtiterplatte gebunden (siehe Abbildung 1.5-1). Durch
maanderforminge Bewegung der Laserfoci konnte die Oberflache systematisch nach den
Prion-Proteinaggregaten abgescannt werden. Bei diesem Scannvorgang werden
Intensitatenverteilungen tber die Zeit aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
der Fluoreszenz-Intensitats-Distributions-Analyse (FIDA). Mit diesem diagnostischen
Ansatz Surface-FIDA erfolgte eine signifikante Unterscheidung von Scrapie-infizierten
Hamstern sowie BSE-infizierten Rinder von gesunden Tieren unter Verwendung von
Hirngewebe. In vorlaufigen Experimenten mit CSF von BSE-infizierten Rindern konnten
Prion-Proteinaggregate in nicht vorbehandelten BSE-positiven CSF-Proben

nachgewiesen werden.
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Abbildung 1.5-1 Diagnostischer Ansatz Surface FIDA
Die Glasoberfliche der Microtiterplatte wird mit Poly-D-Lysin beschichtet um einen spezifischen
Prionantikoérper (Capture) adhéasiv zu binden. Nach der Zugabe der gereinigten Prionen erfolgt die
Detektion mit zwei verschieden fluoreszenzmarkierten Antikérpern (Sonden). Mit Hilfe des FCS wird die
Flache iiber dem Glas nach hochfluoreszenten Aggregaten abgescannt.
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1.6 Fragestellung

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ist die am haufigsten vorkommende Prionkrankheit
beim Menschen. Der Krankheitsverlauf ist von einer progressiven Degeneration des
Nervengengewebes gekennzeichnet und fiihrt letztendlich zum Tod. Dabei spielen die
fir die Nervenzellen toxischen Aggregate bestehend aus dem korpereigenen
fehlgefalteten Prion-Protein eine essentielle Rolle. Diese krankheits-assozierten Prion-
Proteinaggregate (PrPCP) bilden charakteristische Ablagerungen im zentralen
Nervensystem von C]D-Patienten. Aufgrund des infektiosen Charakters der
Prionkrankheiten hat sich herausgestellt, dass der Erreger neben dem zentralen
Nervensystem auch in lymphatischen Geweben und dem Blut zu finden ist. Zurzeit gibt
es noch keine ante mortem Diagnostik fiir CJD, die den Erreger auf molekularer Ebene
nachzuweisen vermag. Die meisten Schnelltests zur post mortem Diagnose von
Prionkrankheiten bei Tieren beruhen auf der PK-Resistenz des PrPSc. Da bekannt ist,
dass gerade im Gehirn von CJD-Patienten der grofdte Teil des PrPCP PK-sensitiv ist, ist
eine Diagnostik, welche auf Proteolyse verzichtet, wiinschenswert. Mit dem
diagnostischen Ansatz Surface-FIDA stand zu Beginn dieser Arbeit eine Methode zum
Nachweis von Prion-Proteinaggregaten im Tiermodell zu Verfligung.

Das Ziel dieser Arbeit war es zu priifen, ob die Methode Surface-FIDA geeignet ist,
Prion-Proteinaggregate auch in Hirngewebe humaner Herkunft zu detektieren. Dabei
stellte sich die Frage, ob PrP¢P sich gleichermafien aus Hirngewebe reinigen ldsst wie
PrPsc im Tiermodel und die Konzentration an PrPAP gusreichend ist, um PrP¢P mittels
Surface-FIDA zu detektieren. Des Weiteren sollten geeignete PrP-spezifische Antikérper
bestimmt werden, um PrP¢P auf dem Glasboden des Assay-Chips zu immobilisieren und
darauffolgend zu detektieren. In Folge dessen bestand die wissenschaftliche
Fragestellung darin, ob Surface-FIDA fiir eine Diagnose der CJD beim Menschen
adaptiert werden kann.

Neben dem diagnostischen Aspekt ist ein hochsensitiver molekularer Nachweis des
Erregers von CJD im Hinblick auf die Sicherheit von Blut- und Gewebebanken essentiell,
da iatrogene Ubertragungen der CJD bekannt sind und inzwischen auch von ersten

Ubertragungen bei Bluttransfusionen berichtet wurde.






2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Biologische Sicherheit

Alle Arbeitsschritte wurden in einem S3**-Labor durchgefiihrt. Die Tatigkeiten mit
infektiosem  Probenmaterial des  Prion-Erregers erfolgten unter einer
Sicherheitswerkbank (Heraeus HERAsafe, KENDRO Laboratory, Hanau) und unter
Anlegen von Armelschonern (Sekuroka, Roth, Karlsruhe), sowie zwei Paar
Handschuhen. Um eine Kontamination der Umgebung zu verhindern, wurde das zweite
Paar Handschuhe nach jedem Verlassen der Werkbank gewechselt. Die Armelschoner
wurden am Ende der Tatigkeit entsorgt. Zum Pipettieren wurden Pipettenspitzen mit
integrierten Filtern von Biozym, Hessisch Oldendorf (SafeSeal-Tips) und Sarstedt,
Niimbrecht (Biosphere Filter Tips) verwendet. Die Dekontamination der verwendeten
Gegenstdnde erfolgte, indem der Festabfall in doppelten Lagen Polyamid-
Vernichtungsbeuteln (Greiner, Kremsmiinster, (")sterreich) fir vier Stunden bei 134°C
und bei einem Uberdruck von 2,5 bar in wassergesittigtem Dampf autoklaviert wurde.
Fliissig- sowie Gewebeabfille wurden auf 2 M Natronlauge (NaOH) eingestellt und
ebenfalls unter den oben genannten Bedingungen autoklaviert. Nicht autoklavierbare
Gerate oder Materialien, die im S2-Labor verbleiben und wieder benutzt werden,
wurden fiir mindestens eine Stunde in 2 M NaOH eingelegt und anschlieféend

neutralisiert.

2.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien entsprechen, wenn nicht anders erwahnt, dem
Reinheitsgrad ,pro analysi“. Zum Ansetzen der Losungen wurde hochreines ,Milli-Q-
Wasser“ verwendet, das von der hauseigenen Aufreinigungsanlage mit dem
nachgeschaltetem Wasseraufarbeitungssystem EPA Est. 41237-MA-1 (Millipore GmbH,

Neu Isenburg) gefiltert wurde. Dieses wird im folgendem als H204eion bezeichnet.
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2.3 Proteingelelektrophorese (SDS-Page)

Mittels denaturierender, diskontinuierlicher Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) ist
es moglich Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Die Proben wurden 1:1
mit Auftragspuffer gemischt und 5 Minuten bei 100°C inkubiert. Anschlieféend wurde
die aufzutrennende Probe in einem 3 %igen Sammelgel konzentriert und dann in einem
12 %igen Trenngel, gemafd der Grofde ihrer Komponenten, aufgetrennt. In einer Hoefer
SE 600 Gelelektrophoresekammer von Pharma Biotech (San Francisco, USA) mit
vertikalen Plattengelen wurde die Elektrophorese nach dem Protokoll von Sambrook
(1989) durchgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte fiir 30 Minuten bei 180 Volt und dann fiir
ca. zwei bis drei Stunden bei 300 Volt oder alternativ tiber Nacht bei 30 Volt. Zur
Molekulargewichtsbestimmung wurde ein Marker mit Proteinstandard aufgetragen

(siehe Abbildung 2.3-1 Proteinstandard).

2.3.1 Chemikalien, Puffer und Losungen

Acrylamid-Stammlésung (30 : 0,8)
30% Acrylamid
0,8% N,N‘- Methylenbisacrylamid
Die Losung wurde fiir mindestens 30 Minuten mit Amberlite MB3 geriihrt, um die freie
Acrylsaure zu binden, und anschlief3end filtriert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.
10 x Gelelektrophoresepuffer nach Laemmli
0,25M Tris/HCI pH 8,3
1,9M Glycin
Bei der Elektrophorese wurde eine 1:10-Verdiinnung mit 0,1 % SDS verwendet.
Trenngel
380 mM Tris/HCI, pH 8,8
12 % Acrylamid/Bisacrylamid (30 : 0,8)
0,1% SDS (Natriumdodecylsulfat)
0,1 % TEMED (N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin)
0,1% APS (Ammoniumperoxodisulfat)
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Sammelgel
124 mM 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8
3% Acrylamid/Bisacrylamid (30 : 0,8)
0,1 % SDS (Natriumdodecylsulfat)
0,1% TEMED (N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin)
0,1 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Auftragspuffer nach Laemmli
70 mM Tris/HCI, pH 6,8
5% 2-3-Mercaptoethanol
2% SDS
5% Glycerin
0,05% Bromphenolblau
Proteinstandard
Es wurde der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder als Molekulargewichtsmarker

von Fermentas (Burlington, Ontario, Canada) verwendet.
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Abbildung 2.3-1 Proteinstandard
Bandenmuster des PageRuler Plus Prestained Protein Ladder in einem 4 - 20 % Tris-Glycin Gel.
Quelle: http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/marksm1811.htm.

Blot
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2.3.2 Comassiefarbung von Proteingelen

Fiir den quantitativen Proteinnachweis nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung
wurde der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidelberg) verwendet, der
an die im Gel enthaltenen Proteine bindet. Der Triphenylmethanfarbstoff lagert sich an
die basischen Seitenketten der Aminosduren an und farbt die Proteine quantitativ an.
Die Nachweisgrenze liegt bei 0,1 bis 1 pg pro Bande. Die Durchfiihrung erfolgte nach
dem unten beschriebenen Schema:

Fdrbung: 1 -3 hin der Farbelosung

(0,1 % Comassie R-250, 45 % Ethanol (v/v), 10 % Essigsaure (v/v))
Entfdrbung: nach Bedarfin H2Ogeion in der Mikrowelle bei maximaler Stufe fiir

15 - 30 min kochen (dabei Wasser mehrfach wechseln)

2.4 Semy-dry Western-Blot

Bei diesem Verfahren werden die Proteine aus der Polyacrylamidmatrix nach SDS-PAGE
(s. Kap. 2.3) iiber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld auf eine Membran
aus Polyvinylflourid (PVDF) transferiert. Die hier verwendete PVDF-Membran
(Millipore GmbH, Billerica, MA, USA) besitzt eine Porengréfie von 0,45 pm. Das
entspricht einem Ausschlussvolumen von > 10 kDa. Dabei bleibt die Proteinauftrennung
der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Bevor die Gelmatrix in die Blotapparatur
tiberfiihrt wurde, erfolgte ein 5 minititiger Waschschritt in 1 x Laemmli ohne SDS. Das an
die Proteine angelagerte SDS wurde bei diesem Vorgang ausgewaschen. Die Western-
Blot-Aparatur (Semi-Dry Blotter, Sigma-Aldirch, St. Louis, USA) wurde wie folgt von der
Anode zur Kathode zusammengestellt:

* drei Chromatographiepapiere (Whatman, 3MM Chr)

* ethanolgetrankte PVDF-Membran

*  Gel

* drei Chromatographiepapiere.
Danach erfolgte der Transfer der Proteine auf die Membran fiir eine Stunde mit 1,5

mA/cm? Gel und maximal 25 V.
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2.5 Dot-Blot

Mittels des Dot-Blot-Verfahrens werden Proben unter Vakuum auf eine PVDF-Membran
mit einer Porengrofe von 0,45 pm transferriert. Zuvor wurde die Membran mit Ethanol
getrankt und zusammen mit einem Chromatographiepapier in "tris buffered sodium
Tween" (TBST) geschwenkt. Der Aufbau der Blot-Apparatur bestand aus unterer
Kammer, dem Chromatographiepapier, der Membran und der oberen Lochplatte mit 96
Probenléchern (S&S Minifold I, Schleicher & Schuell, Dassel). In die Probenlécher
wurden zundchst 100 pl TBST vorgelegt und anschliefend die Probe aufgetragen. Durch
ein an die Dot-Blot-Apparatur angelegtes Vakuum wurden die Proben auf die Membran
gesogen, wobei die Proteine auf die Membran iibertragen wurden. Die Detektion der
Proteine erfolgte durch den in Kapitel 2.6 erlduterten immunologischen

Proteinnachweis.

2.6 Immunologischer Proteinnachweis

Zunachst wurden die nicht besetzten Bindestellen fiir Proteine auf der PVDF-Membran
mit 5 % (w/v) Milchpulver (Oxiod, Hampshire, UK) in TBST mindestens eine Stunde
geblockt. Danach wurde die Membran kurz in TBST gewaschen und anschliefiend fiir
eine Stunde mit dem Erstantikorper 3F4 (s. Tabelle 2.14-1 Verwendete Antikorper)
schiittelnd inkubiert. Nach 3 zehnminiitigen Waschschritten in TBST, folgte fiir eine
Stunde die Inkubation des Peroxidase-gekoppelten Nachweisantikdrpers (Goat-anti-
mouse, Jackson Immuno-Research, Baltimore, USA). Abschliefdend wurden wieder drei
zehnminiitige Waschschritte in TBST durchgefiihrt. Detektiert wurde mittels
Chemilumineszenz, erzeugt durch die Peroxidase-katalyiserte Oxidation von Luminol
der aufgebrachten Detektionslosung (SuperSignal West Pico, Thermo Scientific,
Rockfort, USA). Die benetzte Membran wurde in Folie eingeschweifdt und bei einer 10
seklindigen bis 5 miniitigen Expositionszeit per Chemilumeszenz-Film (Kodak Biomax
XAR, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) detektiert.

Tris Buffered Sodium Tween (TBST)

10 mM Tris/HCl pH 8,0
150 mM NacCl
0,1% Tween 20
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2.7 Rekombinantes Prion-Protein

Das rekombinante humane PrP (rek huPrP) in Volllange (23-230) wurde nach dem
Protokoll von Mehlhorn und Kollegen (Mehlhorn et al. 1996) von Lars Lueers hergestellt
und gereinigt. Gelagert wurde die Proteinlésung in 10 mM NaPi und 0,2 % SDS mit einer
Endkonzentration von 2,5 pg/ml und bei -70°C eingefroren. Fiir die Praparation von
aggregiertem rek huPrP wurde die Stock-Losung auf 250 ng/ul rek huPrP, 0,01 % SDS in
10 mM NaPi verdiinnt und fiir 7 d bei 37°C und 650 rpm auf dem Schiittler inkubiert.
Der aggregierte Zustand des rek huPrP wurde mittels Ultrazentrifugation (100.0000 x g,
1h, 4°C) and der Analyse des Uberstandes und Pellet bestitigt. PrP wurde dabei nur im
Pellet detektiert.

2.8 Humane Hirnproben

Alle hier verwendeten Hirnproben (siehe Tabelle 2.8-1) wurden iiber das nationale TSE-
Forum freundlicherweise von Herrn Arzberger zur Verfiigung gestellt (Referenzzentrum
fir Neurodegenerative Krankheiten, European NeuroBiobank, BrainNet/Europe,
Miinchen). Aufderdem wurden weitere Hirn- und Liquorproben aus dem Labor von S. B.
Prusiner (UCSF, San Francisco, USA) bereitgestellt. Die weiterfithrenden Studien wurden

von der lokalen Ethikkommission der Universitiat genehmigt.

Tabelle 2.8-1 Verwendete humane Hirnproben

Patient Klinische Diagnose Alter Geschlecht Bezeichnung
RZ59 Neurolog. Kontrolle 75 M Negativ 1 (N1)
RZ79 Neurolog. Kontrolle 75 F N2
RZ81 Neurolog. Kontrolle 76 F N3
RZ92 Neurolog. Kontrolle 71 M N4
RZ58 Neurolog. Kontrolle 77 F N5
RZ85 Neurolog. Kontrolle 63 M N6

R2285 sCJD 60 M Positiv 1 (P1)

R2288 sCJD 58 F P2

R2360 sCJD 75 M P3

R2294 sCJD 64 F P4

R2322 sCJD 79 F P5

R2382 sCJD 67 M P6
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2.9 Homogenisierung von humanen Hirngewebe

Das Hirngewebe (Cortex) wurde auf 30 % (w/v) mit PBS inklusive Proteinase-Inhibitor-
Mix (1 Tablette wurde in 10 ml PBS aufgelost; complete Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Mannheim) eingestellt und 10-30 Sekunden mittels
Homogenisator (PowerGen 125, Fisher Scientific, Schwerte) auf der niedrigsten
Leistungsstufe homogenisiert. Die Proben wurden anschlief3end auf 15 % (w/v) mit PBS
(pH 7,4; 8 % Sarkosyl (w/v)) eingestellt und zweimal 10-30 Sekunden auf der h6chsten
Leistungsstufe homogenisiert. Abschlieféend erfolgte eine letzte Verdiinnung des
Hirnhomogenats (HH) auf 5 % (w/v) mit PBS (pH 7,4; 4 % Sarkosyl (w/v)) und ein bis
drei weitere Homogenisierungsschritte fiir 30 Sekunden auf der hdchsten
Leistungsstufe des PowerGen-Homogenisators. Das Hirnhomogenat wurde in 700 pl
Fraktionen aliquotiert. Die Homogenate wurden entweder direkt verwendet oder bei -
70°C gelagert. Als einheitliche Gréfse zur Bestimmung der eingesetzten Hirnmenge wird
die Einheit Gramm-Aquivalent (gA) benutzt. Ein Gramm-Aquivalent entspricht der

Menge, welche zuvor dquivalent zu einem Gramm Hirngewebe war.

2.10 Reinigung von PrPdYP aus Hirngewebe

PrP0DP kann selektiv aus Hirngewebe mit dem wasserloslichen Salz der Phosphor-
Wolframat-Saure gefallt werden. Die Fallung von PrPsc mittels NaPTA (Phosphotungstic
acid sodium salt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) erfolgte nach dem Protokoll
von Safar und Kollegen (1998). Die Methode setzt sich aus mehreren
Zentrifugationsschritten zusammen, wobei die Uberstinde jeweils vom Pellet getrennt
werden. Im Folgenden werden zwei verschiedene Moglichkeiten dieser Methode

dargetsellt.

2.10.1 NaPTA-Fillung mit Magnesiumchlorid (MgClz)

Das urspringliche Protokoll der NaPTA-Fallung wurde mit einem DNA/RNA
Verdauungsschritt durch den Zusatz von Benzonase, sowie zwei Waschschritten zur
Erhohung des Reinigungsgrades der PrP-Aggregate erweitert (Birkmann et al. 2006).

700 pl Fraktionen des Hirnhomogenats wurden aufgetaut. Mit einer kurzen

Zentrifugation von 5 Minuten bei 5.000 x g wurden grofdere Gewebefragmente entfernt.
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500 pl vom Uberstand wurden auf 50 U/ml Benzonase (Merck, Darmstadt) und 2 mM
MgCl; eingestellt und fiir 45 min bei 37°C geschiittelt. Anschliefend wurde das
Homogenat auf 0,32 % NaPTA und 13,6 mM MgCl; eingestellt. Die Inkubation erfolgte
fiir 1 h in einem Schiittler 650 rpm bei 37°C. Danach folgte ein Zentrifugationsschritt bei
14.000 x g fiir 30 min bei RT, woraufhin Uberstand und Pellet getrennt wurden. Das
Pellet wurde mit 200 pl PBS, 250 mM EDTA, pH 8 bei 37°C fiir 30 min geschiittelt und
anschliefdend bei 14.000 x g fiir 30 min bei RT zentrifugiert. Mit PBS, 50 mM EDTA, 0,1
% Sarkosyl kann dieser Waschschritt wiederholt werden. Die Pellets wurden wahrend
der Waschschritte in einem Ultraschallbad (Sonicator 3000, Misonix, Farmingdale, NY,
USA) 20 s bei 40 Watt gelost. Zum Schluss wurde das Pellet in 200 pl PBS aufgenommen,
fir 40 s mit ca. 80 Watt im Wasserbad ultrabeschallt und zusatzlich 2 s mit der

Ultraschallsonde bei ca. 25 Watt behandelt.

2.10.2 NaPTA-Fallung ohne MgCl:

Die NaPTA-Fallung ohne MgCl; erfolgte nach (Wille et al. 2009). Diese unterscheidet sich
hauptsachlich durch zwei aufeinander folgende Fallungen mit 2 % NaPTA von der
vorher beschriebenen Methode. Auf den Benzonase-Schritt wurde hier verzichtet. Das
aufgetaute Hirnhomogenat wird auch hier fiir 5 Minuten bei 5.000 x g abzentrifugiert.
Der Uberstand wird auf 2 % Sarkosyl und 2 % NaPTA eingestellt und fiir 1 h bei 37°C
geschiittelt. Nach einer 30 miniitigen Zentrifugation bei 14.000 x g wird das Pellet
nochmals in 2 % NaPTA und 2 % Sarkosyl aufgenommen und fiir mindestens eine halbe
Stunde geschiittelt. Die Prozedur endete mit einem Waschschritt in 0,2 % Sarkosyl in
PBS. Die weitere Behandlung des Pellets erfolgte wie in 2.10.1 beschrieben. In Abbildung

2.10-1 sind beide Fallungsvarianten nochmals schematisch gegeniibergestellt.
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Hirnhomogenat (5% w/v) [HH]

A
[A] Féllung
mit MgCL; 1

Uberstand [U] Pellet

Auet

Waschiiberstand [w1] * " 7"

I

Hirnhomogenat (5% w/v) [HH]

[B] Féllung
ohne MgCL; l

| e
N\

Uberstand [U1] Pellet

Pellet
Uberstand [U2]

Waschiiberstand [Wf/ Pellet [P]

Abbildung 2.10-1 Schematische Darstellung der NaPTA-Fallungen
NaPTA-Fallung des PrPsc aus Hirnhomogenat [A] mit MgCl; und [B] ohne MgCl;

Waschiiberstand [W2] Pellet [P]

2.11 Proteolyse mit Proteinase K

Die Proben, deren Anteil an Proteinase K-resistentem PrP bestimmt werden sollte,
wurden jeweils auf eine Proteinase K-Konzentration von 50 ng/ul eingestellt. Nach einer
halben Stunde Inkubation bei 37°C und 650 rpm auf dem Schiittler, wurde die

Proteolyse durch die Zugabe von Auftragspuffer und zehnminiitigem Kochen gestoppt.

2.12 Kovalente Bindung von Antikorpern

Fir die Immobilisierung von Prion-Proteinaggregaten wurden 384er Microtiterplatten
von Greiner Bio One (Kremsmiinster, Osterreich): SensoPlate™ Plus verwendet. Die
Platten zeichnen sich durch eine geringe Eigenfluoreszenz und eine geringe Biegung der
175 pm dicken Borosilikat-Glasbodenplatte von weniger als 100 pm aus, und sind somit
fir den Einsatz in der Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie geeignet. Der Klebstoff
mit dem der Polystyrolrahmen befestigt ist, ist bestdndig gegeniiber DMSO.

Die chemische Modifizierung der Glasoberflache zur kovalenten Verkniipfung des

Captures (spezifischer PrP-Antikorper) erfolgte nach dem Protokoll von Janissen und
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Kollegen (2009) und wurde in dieser Arbeit im Hinblick auf die Immobilisierung von

Prion-Proteinaggregaten optimiert.

2.12.1 Chemikalien, Puffer und Losungen

ETHANOL uvasol Merck, Darmstadt
Molekularsieb 3A Roth, Karlsruhe

DMSO for Spectroscopy (99,9 %) Acros, Geel, Belgien
Salzsaure 2N Merck, Darmstadt
Ethanolamine Hydrochlorid Aldrich, St. Louis, MO, USA
NHS-PEG-COOH MW 3.400 Laysan Bio, Arab, AL, USA
Triethylamin Fluka, Basel, Schweiz
N-Hydroxysuccinimid 98 % Aldrich, St. Louis, MO, USA

MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure) low moisture content =99 %
Sigma, St. Louis, MO, USA
EDC (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid) =98 %
Fluka, Basel, Schweiz
BSA (Bovines Serum Albumin) Cohn Fraction V = 98 % pH7
Sigma, St. Louis, MO, USA

TWEEN20 ultra Sigma, St. Louis, MO, USA
TRITONX100 Fluka, Basel, Schweiz
@)
0] 0]

[ [
N-O-CO(CH,CH,0),CH,COH

O

Abbildung 2.12-1 Spacer NHS-PEG-COOH
Heterobifunktioneller Spacer Polyethylenglykol mit einer N-Hydroxysuccinimidgruppe (NHS) links und
der Carboxylgruppe (COOH) rechts.

Phosphatpuffer (PBS)
0,2g/1 KCl
0,2g/l KH2PO4

8g/l NaCl

1,15g/1 NaZ HPO4

PBS wurde von der Firma PAA Laboratories bezogen.
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2-(N-Morpholino)ethansulfonsaurepuffer (MES, 1x)
100 mM MES
wurde durch Titration auf einen pH-Wert von 4,75 eingestellt.
PBSTT (0,05 % Tween20, 0,2 % TritonX100)
0,05% Tween20
0,2% TritonX100 in PBS
Die verwendeten Losungen, wurden mit Filtern (Sarstedt, Niimbrecht) mit einer

Porengrofie von 0,2 pm filtriert.

2.12.2 Protokoll zur kovalenten Bindung von Proteinen an

Glasoberflichen

1. Vorbehandlung
= 15 min NaOH (5M) 100 ul/Well
= 3x H20
= 15 min HCI (1M) 100 pl/Well
= 3xH0
=> mit Ethanol spiilen und mit Stickstoff trocknen
2. Glas-Aktivierung (Aminogruppen)
= 20 upl Ethanolamin (5,6 M in DMSO bei 70°C lésen und Benutzung von
Molekularsieb 34)/Well und Inkubation UN
= 4 x DMSO
= mit Ethanol spiilen und mit Stickstoff trocknen
3. Bindung des PEG-Spacer
= 3,4 mg PEG in 500 pl DMSO l6sen + 10 pl Triethylamin
= 30 ul PEG (2 mM)/Well und Inkubation mindestens 1 h
= 5x H20
4. PEG-Aktivierung
= NHS/EDC(50mM) in MES
= 30 pl/ Well Inkubation: 30 min - max. 1 h
= zugig 3x MES
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5.Bindung des Antikorpers
= Antikorper in PBS:MES 1:1 verdiinnen (0,5 pg/ul)
= 20 pl/Well Inkubation: 1-2 h
= 4 xPBS
6. F(ab’)-633 (goat anti mouse Alexa fluor 633 siehe Tabelle 2.14-1)
= 0,5 pg/ul in PBS mit 1,5 % BSA
= 20 pul/Well und Inkubation 1- 2 h
= 4 x PBSTT & 3 x PBS
(Alle Waschschritte erfolgen mit 100 pl/Well.)

2.13 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Standardmaf3ig werden 50 - 100 ug Protein (mormalerweise: IgG-Antikorper) in einem
Ansatz fluoreszenzmarkiert. Die Markierung mit Alexa Fluor 488 erfolgte mit dem
Protein Labeling Kit A20181 und die Markierung mit Alexa Fluor 633 mit dem Kit
A20170 von Invitrogen (Carlsbad, C, USA). Die Farbstoffe sind mit einem
Tetraphenylester gekoppelt und reagieren deshalb mit den frei zugdnglichen

Aminogruppen der Proteine zu stabilen Farbstoff-Protein-Verbindungen.
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Abbildung 2.13-1 Excitations- und Emissionsspektrum von Alexa Fluor Farbstoffen
In blau ist das Fluoreszenz Excitations- (gestrichelte Linie) und Emissionsspektrum (durchgezogene
Linie) von Alexa Fluor 488 markiertem goat anti mouse IgG Antikérper in pH 8 Puffer dargestellt. Das
Fluoreszenz Excitations- (gestrichelte Linie) und Emissionsspektrum (durchgezogene Linie) von Alexa
Fluor 633 markiertem goat anti mouse IgG Antikérper in pH 7,2 Puffer ist in rot dargestellt. (Quelle:
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Research-Tools/Fluorescence-
SpectraViewer.html
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Das Labeling Kit ist fiir 1 mg Protein ausgelegt. Der Farbstoff wurde entsprechend
aliquotiert. Der Farbstoff wird in 100 pl H20gdeion aufgenommen und 10 pl davon
unverziiglich fiir den Markierungsansatz eingesetzt:

10 pl Farbstoff (Component A)

10 pl Natriumcarbonat (1M) (Component B)

50-100 pg Antikorper

ad 100 pl H20deion
Die Inkubation findet 1 - 2 h bei RT im Dunkeln statt. Das Reaktionsgefafd wird alle 10 -
15 min invertiert und anschliefSend auf Eis abgekiihlt. In dieser Zeit wird eine
Spincolumn (Component D, Ausschlussvolumen < MW 30.000) mit 1 ml Component C
bei 4°C, 1100 x g fiir 3 min equilibriert. Danach wird der Markierungsansatz aufgetropft
und fiir 5 min bei 1100 x g zentrifugiert . Nach der Zentrifugation enthalt der Durchlauf
das Farbstoff-markierte Protein in ungefahr 100 pl PBS, pH 7,2 mit 2 mM Natriumazid.
Der freie Farbstoff verbleibt in dem Saulenbett. Die Ausbeute liegt bei etwa 50 - 60 % an
eingesetztem Antikorper. Nach der Zentrifugation wird die Absorption bei 280 nm
(Protein) und entweder bei 494 nm (Alexa 488) oder 632 nm (Alexa 633) gemessen. Mit
Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes wird die Proteinkonzentration nach Gleichung 1
bestimmt und der Markierungsgrad (Farbstoffmolekiile pro Proteinmolekiil) kann nach
Gleichung 2 berechnet werden. Fiir die Lagerung der fluoreszenzmarkierten Antikérper

wird die Proteinlésung auf 25 % Glycerin und 1,5 % BSA eingestellt.

Gleichung 1: Bestimmung der Proteinkonzentration

[AZSOnm _(A494nm/633nm ‘0,11)]

Proteinkonzentration [M]=

€
203.000 cm't M1 molarer Extinktionskoeffizient (¢) IgG
0,11 Korrekturfaktor fiir die Absorption des Farbstoffes bei 280 nm

Gleichung 2: Bestimmung des Markierungsgrades

A
Farbstoffe pro Molekiil = __Ao/6%2mm
¢ -Proteinkonzentration[M]
71.000 cm M1 molarer Extinktionskoeffizient (¢) Alexa Fluor 488

100.000 cmt M+t molarer Extinktionskoeffizient (€) Alexa Fluor 633
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2.14 Verwendete Antikérper

Tabelle 2.14-1 Verwendete Antikérper

Antikorper Spezifitat Epitop Bere;tiifll;ung/ Verwendung Typ
Mensch, . i
SpiBio, Montigny- Capture und
Hamster, 59 -89 .
Saf32 . le-Bretonneux, Detektionsonde IgG
Rind, Schaf, PrP . )
Frankreich im Assay
Maus
Mensch, . i
Hamster, 142 - 160 SpiBio, Montigny- Detektionsonde
Saf61 . le-Bretonneux, ) IgG2b
Rind, Schaf, PrP . im Assay
Frankreich
Maus
Mensch, Rind, 142-179 SpiBio, Montigny- Detektionsonde
12F10 le-Bretonneux, ) IgG2a
Schaf PrP . im Assay
Frankreich
Pri308 Mensch, 106 - 126 CEA, Frankreich Detfektlonsonde
Hamster PrP im Assay
Pri917 Mensch, 214 -230 CEA, Frankreich Detfaktlonsonde
Hamster Prp im Assay
Immunolog.
3F4 Il-\l/lensct:h, 10913_13112 P UCS.;F’ SaII;SA Proteinnachweis, IgG
amster r rancisco, 1:5.000 in TBST
Analyse der F(ab’)
Sekundéarer Invitrogen kovalenten 2
il ]resk Antikoper Anti Maus Carlsbad, C, USA Blp(i"ung von Fragm
Antikorpern an ont
die Glasoberflache
Analyse der
Unspezi- . . kovalenten
IgG Rabbit fischer - Slgl’l’l\l/[a(,)S[tJ.S]_XLllS, Bindung von IgG
Antikorper ’ Antikérpern an

die Gasoberflache

2.15 Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung der kovantenten Bindung von Proteinen an die Glasoberflache wurde
mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dazu wurden Antikdper mit einem 633
Alexa Fluorophor (Invitrogen, Carlsbad, Californien, USA) markiert. Die Messung
erfolgte unter Benutzung eines inversen Fluoreszenzmikroskop (Olympus IX71,
Hamburg) mit einer ECCD Kamera (IXON, 512 x 512 Pixel, Belfast, Irland). Die Excitation
wurde durch eine 150 Watt Xenon-Lampe mit den entsprechenden Filtersets (AHF,
Tiibingen) ermoglicht. Ein Bild entspricht 512 X 512 Pixel und ein Pixel 260 nm. Damit

wird mit einem Bild eine Flache von ca. 0,04 mm?2 reprasentiert. Die Bilder wurden mit
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einer Belichtungszeit von 100 ms aufgenommen. Die Fluoreszenzintensititen wurden
quantifiziert (in counts/s), indem der Durchschnitt der Fluoreszenz-Intensititen von

einem Bild gemessen wurde.

2.16 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) wurde (1974) von Magde und
Kollegen entwickelt. Die Methode dient der Bestimmung von Molekiilparametern wie
Diffusionszeiten oder Diffusionskoeffizienten und kann zur Beobachtung von

Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Molekiilen herangezogen werden.

2.16.1 Prinzip der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Im Falle von klassischen Fluoreszenzmessungen werden viele Molekiile beobachtet und
damit wird eine gemittelte Fluoreszenz gemessen. Der FCS-Aufbau basiert auf der
konfokalen Optik. Das ermoglicht die Detektion von Fluoreszenzen in einem sehr
kleinen Volumen von einem Femtoliter, was der Grofdenordnung eines E. coli-
Bakteriums entspricht. Es werden nur geringe Konzentrationen des zu untersuchenden
Molekiils benotigt. Aufgrund der Brownschen Bewegung diffundieren die Molekiile
zuféllig durch den Laserfokus und es werden Fluoreszenzfluktuationen detektiert
(Idealfall: Einzelmolekiilmessung).

Bei einer FCS-Messung werden diese Fluoreszenzfluktuationen iiber die Zeit
gemessen. Mit Hilfe einer statistischen Auswertung lasst sich so die mittlere
Aufenthaltsdauer, die Diffusionszeit tgir des Molekiils im Fokus bestimmen. Diese
Auswertung erfolgt mittels einer Autokorrelationsfunktion. Die Korrelationskurve wird,

wie in Abbildung 2.16-1 unter 3 dargestellt, gegen die Korrelationszeit t aufgetragen.
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1. Beobachtungsvolumen 2. Fluoreszenzfluktuationen

X
>

nicht fluoreszierendes
Molekil

Fluoreszenz

Fluoreszenzintensitat

€ Laserfokus

Diffusion

>
Zeit

2w

A
A 4

3.b Wechselwirkung zwischen Molekiilen 3.a Autokorrelationskurve

1/N

freier Anteil
} gebundener Anteil .
A 4

Tdiff1 Tdifi2 Zeit Tdiff Zeit
Abbildung 2.16-1 Schematische Darstellung einer FCS- Messung und Auswertung
Wenn fluoreszierende Molekiille das ausgeleuchtete Volumenelement [1.] passieren, werden
Fluoreszenzintensititen in Form von Fluoreszenzfluktuationen tber die Zeit detektiert [2.]. Da die
Molekiile zufallig in der Losung diffundieren, kann iiber eine stochastische Auswertung die mittlere
Aufenthaltsdauer im Fokus berechnet werden [3.a]. Auflerdem sind Untersuchungen zur molekularen
Wechselwirkung méglich [3.b].

1/N

2.16.2 Zweifarbenanalysen

Bei der Zweifarbenanalyse (Schwille et al. 1997) kann die Fluoreszenzfluktuation zweier
Fluorophore simultan untersucht werden. Wenn zwei Molekiilspezies mit je einem
dieser Fluorophore aneinander oder an einen gemeinsamen Interaktionspartner binden,
entsteht eine Molekiilspezies, die beide Fluorophore tragt. Bei der Zweifarbenanalyse
geht nur diese Spezies in die Kreuzkorrelation ein. Zudem ist der Ubergang zweier
Fluoreszenzphotonen in den Triplettzustand auch dann voneinander unabhangig, wenn
diese an dasselbe Molekiil gebunden sind. Somit enthdlt das Kreuzkorrelationssignal
keinen Triplettanteil (Schwille et al. 1997). Auch die durchgefiihrten 2-Strahlmessungen
sind mit einer Zweifarbenanalyse auswertbar. Im diagnostischen Ansatz kann so die
Spezifitiat erhoht werden, da nur pathologische Aggregate in die Auswertung eingehen

an die zwei verschiedene fluoreszenzmarkierte Sonden gebunden sind (Schafer 2002).

2.16.3 Imaging mit der FCS-Apperatur

Alle FCS-Messungen wurden mit einem Insight Cell FCS der Firma Evotec (Hamburg),
mit einem integriertem Olympus [X50 Mikroskop, durchgefiihrt. Die Einkopplung eines

Argon-lonen-Lasers (verwendete Laserlinie 488 nm) und eines Helium-Neon-Lasers
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(verwendete Laserlinie 633 nm) ldsst 2-Strahlmessungen zu. Aufgrund einer
integrierten Imaging-Einheit mit einem 2D (xy) Neigungs-Piezo (Beamscanner) ist es
moglich die Probe mit dem sehr kleinen Laserfokus, unter FCS-Einstellungen,
abzuscannen. Ein Piezo direkt unter dem Mikroskopobjektiv erlaubt zusatzlich die
Bewegung in z-Richtung, womit 3D-Analysen von der zu untersuchenden Probe gemacht
werden kénnen. Aufgrund der Immobilisierung der Proteinaggregate durch die Capture-
vermittelte Bindung an die Glasoberflache, resultieren die Fluoreszenzfluktuationen aus
der Bewegung des Laserfokuses. Die detektierten Fluoreszenzintensititen werden in
einem Bild zusammengesetzt und eine genaue Charakterisierung der Verteilung der
Fluoreszentintensitaten kann erfolgen. Die Auswertung der Bilddaten wird ausfiihrlich
in Kapitel 3.2.1.2 beschrieben.

Standardmaf3ig wurde die Laserstirke vor jeder Messung fiir die Excitation bei 488
nm auf 60 pW und fiir die Excitation bei 633 nm auf 200 pW eingestellt. Fiir die
Einstellungen des Beamscanners wurden eine x- und y-Amplitude von 50 pm und eine x-
und y-Frequenz von 10 Hz gewahlt. Von jeder Probe wurden vier Bilder, mit einer Grofde
von 200 x 200 pm, aufgenommen. 1 Pixel entsprach dabei einer Ausdehnung von 500 x
500 nm, und die Pixeltime ('Belichtung eines Pixels’) betrug 500 ps. Fiir die z-Position

wurden 2 pm liber der Glasoberflache gewahlt.

2.16.4 Auswertung der Bilddaten

Die Auswertung der Bilddaten der FCS-Messungen erfolgte mit dem open source
Programm Image] (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Dieses Programm hat die
Vorteile, dass es vom Betriebssystem unabhangig ist und benutzerdefiniert angepasst
werden kann. In Zusammenarbeit mit Oliver Bannach und Fabian Dreflen wurden
Auswerteskripte zur automatisierten Bearbeitung der Bilddaten entwickelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Messungen an 4 verschiedenen Positionen von jedem
Well und damit von jeder Probe durchgefiihrt. Nach der Messung wurden die Bilder, mit
den Informationen der jeweiligen Fluoreszenzintensititen als 16-bit Graustufen-Bilder
exportiert. Mittels Image] werden die 4 Bilder zu Montagen zusammengesetzt und
konnen ausgewertet werden. In den Bildern nimmt die Helligkeit von links nach rechts
ab. Dieses Artefakt ist mit der Auslenkung des Laserfokus wahrend der Messung zu
erklaren. Mit der Funktion ,rolling ball radius” wird dieses Messartefakt in der Messung

eliminiert.
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In der Intensititenauswertung werden alle Fluoreszenzintensititen iiber einem

bestimmten Wert (Cutoff) aufsummiert. Dabei wird von jedem Pixel-Wert der
Bildmontagen eines Kanals dieser Cutoff mit der mathematischen Funktion ,substract”
abgezogen. Danach werden die Haufigkeiten aller Fluoreszenzintensititen pro Pixel
mittels eines , Histogramms" ausgegeben. So konnen benachbarte Pixel eines Kanals, mit
einer Intensitat grofder Null, mit der Addition ihrer Intensitdten analysiert werden

In der Kolokalisationsanalyse werden nur Fluoreszenzintensititen gewertet, die
in beiden Kanélen gleichzeitig detektiert wurden. Dazu wird von jedem Pixel-Wert der
Bildmontagen beider Kanale ein Cutoff mit der mathematischen Funktion ,substract*
abgezogen. Dann werden die Intensitdten beider Bildmontagen mit Hilfe der Funktion
»Image Calculator miteinander multipliziert. Daraufhin kénnen benachbarte Pixel mit
Intensitdten grofder Null, resultierend aus den kolokalisierten Bilddaten beider Kanile,

durch die Addition ihrer Intensitaten analysiert werden.









3 ERGEBNISSE

Das Ziel dieser Arbeit war es eine molekulare Diagnostik fiir die Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit zu entwickeln. Dazu sollte auf die Methode der Surface-FIDA von Birkmann et
al. (2007) zuriickgegriffen werden, welche die Detektion einzelner Prion-
Proteinaggregate aus Hirngewebe ermoglicht. Zudem sollte der Ansatz im Hinblick auf
Spezifitat und Sensitivtat optimiert werden, da sich in Vorexperimenten herausgestellt
hat, dass die bekannte Methode nicht ausreichend ist. Aus diesem Grund wurde jeder
einzelne Schritt des Surface-FIDA Protokolls systematisch untersucht und optimiert. Die
Optimierungen wurden in Reihenfolge der Durchfiihrung der Experimente
vorgenommen: (i) Bindung des Capture-Antikdrpers an die Glasoberfliche einer
Microtiterplatte, (ii) Bindung des Targets Uber den Capture-Antikérper und (iii)
Nachweis des Targets mittels Detektionsantikorper.

Weiterhin sollten grundlegende Optimierungen durchgefiihrt werden. Dazu
gehort die kovalente Verkniipfung des Captureantikérpers mit der Glasoberfliche der
Microtiterplatte. Eine zweite grundlegende Opimierierung sollte darin bestehen, die
zuvor auf Fluoreszenz-Intensitadts-Distributions-Analyse beruhende Methodik auf ein
bildgebendes Verfahren umzustellen, um weitere Parameter wie der Partikelverteilung
sowie der Partikelgrofie bestimmen zu konnen und als diagnostische Parameter zu

evaluieren.

3.1 Kovalente Bindung des Capture-Antikorpers an

den Glasboden der Microtiterplatte

Der diagnostische Ansatz Surface-FIDA beinhaltet die Immobilisierung von PrP-
Aggregaten auf dem Glasboden einer Microtiterplatte. Dazu wird die Glasoberflache der
Microtiterplatte mit Poly-D-Lysin beschichtet und ein PrP-spezifischer Antikorper
(Capture) bindet adhasiv. Ziel dieses Teils meiner Arbeit war es, die adhasive Bindung
des Captures an die Glasoberflache durch eine kovalente Bindung zu ersetzen, sodass in

nachfolgenden Waschschritten der Capture nicht mehr gelést wird. Die kovalente
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Bindung des Captures an die Glasoberflache erfolgte nach einem abgewandelten
Protokoll von Janissen und Kollegen (2009), welches auf der Verwendung eines
heterobifunktionellen Polyethylenglykol (PEG)-Spacers beruht. Zuerst erfolgt die
kovalente Verkniipfung des Spacers mit der Glasoberflache und in einem zweiten Schritt
wird der Spacer tiber eine Peptidbindung mit dem Capture verbunden.

Um den Spacer kovalent an die Glasoberfliche zu binden, muss diese mit
Aminogruppen aktiviert werden. Fiir die Aktivierung ist es essentiell, dass die
Glasoberflache eine hohe Dichte an Silanolgruppen aufweist. Somit beginnt der erste
Schritt zur Modifizierung der Glasoberflache mit einem Reinigungsschritt. Aufgrund des
Polystyrol-Rahmenteils der Microtiterplatten musste bei der Reinigung der
Glasoberflache auf Hellmanex II, Aceton oder Chloroform verzichtet werden. Daher
wurde der Reinigungsschritt durch eine 20mintitige Inkubation mit 5 M Natronlauge
und anschlief}end mit 1 M Salzsdure ersetzt. Zwischen diesen Reinigungsschritten
wurde mehrmals mit H204eion gespiilt. Die Glasoberfache wurde dann zweimal mit
Ethanol gewaschen und mit Stickstoff getrocknet. Die Aktivierung der Glasoberflache
mit Aminogruppen erfolgte mit Ethanolamin Hydrochlorid. Nach der UN-Inkubation von
einer 5,6 M Ethanolamin Hydrochlorid-Losung in wasserfreiem DMSO folgte die
Bindung des NHS-PEG-COOH (Vergl. Kap. 2.12.1). Die N-Hydroxysuccinimid-Gruppe
(NHS) reagiert unter Abspaltung von Wasser mit den Aminogruppen der aktivierten
Glasoberflache (Abbildung 3.1-1). Zur Aktivierung der COOH-Gruppe des Spacers wurde
die Glasoberflache in zwei Stufen, wie von Walsh und Kollegen (2001) beschrieben,
behandelt. Zuerst wird die Oberflache in einer dquimolaren Losung bestehend aus 50
mM 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid (EDC) und NHS inkubiert. Nach
mehreren Waschschritten mit MES (pH 4,75) wird der zu bindende Antikérper in
PBS:MES 1:1 pH 5,5 zugegeben, was zu einer Peptidbindung fiihrt. Durch abschlief3ende

Waschschritte mit PBS wurde ungebundener Antikorper entfernt.
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Abbildung 3.1-1 Schema der kovalenten Bindung von Biomolekiilen an Glas
Nach der Reinigung der Glasoberflaiche [1] folgt die Veresterung des Ethanolamins mit den freien
Silanolgruppen [2]. Durch Zugabe des NHS-PEG-COOH erfolgt die Bindung der NHS-Gruppe an die
verfligbaren Aminogruppen auf der Oberflache [3]. Durch Zugabe des Crosslinkers EDC und NHS erfolgt
die Aktivierung der Carboxylgruppe des PEGs zur kovalenten Bindung mit freien Aminogruppen des
gewiinschten Biomolekiils [4] (Janissen et al. 2009).

3.1.1 Bestimmung der einzusetzenden Capturemenge

Um zu bestimmen, welche Menge des Capture-Antikorpers fiir die kovalente Bindung
auf der Glasoberfliche eingesetzt werden soll, wurde die Bindung des Capture-
Antikorpers in einer Verdiinnungsreihe quantifiziert. Ziel war es moglichst viel
Antikorper zu immobilisieren und somit die Oberfliche mdglichst zu sattigen. Als
Capture-Antikorper wurde der anti-PrP-Antikoper Saf32 eingesetzt, ein spezifischer
monoklonaler Antikérper, der auch spater im Assay zur Immobilisierung von Prion-
Proteinaggregaten als Capture eingesetzt werden sollte. Zum Nachweis des Saf32 diente
ein fluoreszenzmarkierter sekunddrer Antikorper, des Weiteren als F(ab’)-633
bezeichnet (siehe Tabelle 2.14-1). Die Wells der Microtiterplatte wurden nach dem
vorher beschriebenen Protokoll (Kapitel 3.1) vorbehandelt. Zur Abschdtzung der
Capturekonzentration, welche eingesetzt werden kann, um die Oberflache abzusattigen,
erfolgte die Zugabe des Saf32 in unterschiedlichen Konzentrationen von 0,5 pg /ul bis 1
ng/ul. Dabei wurden jeweils 15 pl der Antikdrperlosungen fiir 1 h inkubiert. Mit vier
PBS-Waschschritten wurde ungebundener Saf32 entfernt. Fir eine weitere Stunde
wurde der fluoreszenzmarkierte Zweitantikorper F(ab’)-633 (125 ng/pul mit 1,5 % BSA
(w/v)) inkubiert und wiederum viermal mit PBSTT und dreimal mit PBS gewaschen. Mit
Hilfe eines inversen Fluoreszenzmikroskops mit CCD-Kamera wurden Bilder der
vorbehandelten Oberflichen aufgenommen (Vgl. Kapitel 2.15) und die

Fluoreszenzintensititen in counts/s dargestellt (Abbildung 3.1-2).
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Abbildung 3.1-2 Kovalente Immobilisierung des Capture-Antikérpers Saf32
Fluoreszenzintensititen des F(ab’)-633, der den kovalent immobilisierten Capture-Antikorper Saf32
erkennt. Ein Balken reprasentiert den Mittelwert aller Intensitdten (Xi) eines Bildes von 512 x 512 Pixel.
aufgenommen mit dem Fluoreszenzlichtmikroskop. Zu den Konzentrationen 2,6E-06; 4,0E-02 und 2,0E-
01 pg/ul sind beispielhaft die Originalbilder dargestellt.

Die Originalbilder der Messung entsprechen dem jeweils gekennzeichneten Balken im
Diagramm. Je heller das Bild, umso héher ist das Fluoreszenzsignal, da mehr F(ab’)-633
gebunden wurde. Dies lasst einen direkten Riickschluss auf die gebundene Menge des
Capture-Antikoérpers Saf32 zu. Die Bindung von Saf32 konnte somit durch den
fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikérper nachgewiesen werden. Wie erwartet
nimmt der Mittelwert der Fluoreszenzintensititen mit der Konzentration an Capture-
Antikorper zu (Abbildung 3.1-2). In allen Bildern sind auch heller leuchtende grofiere
Artefakte zu beobachten, die womodglich auf eine Aggregatbildung des
Nachweisantikorpers zuriickzufiihren sind. Nach der Konzentration von etwa 1,6 ng/ul
steigt die Fluoreszenzintensitit stark an. Sowohl die Kontrolle ohne Saf32, aber mit
F(ab’)-633, und die Kontrolle mit Saf32, aber ohne den sekundaren Antikérper F(ab’)-
633, zeigten wie erwartet eine sehr geringe Fluoreszenzintensitat.

Um soviel Prion-Proteinaggregate wie moglich auf der Glasoberfliche zu

immobilisieren, sollte die Oberfliche moglichst dicht mit dem Capture-Antikérper
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bedeckt werden. Im Folgenden wurden 0,1 pg/pul Capture in einem Volumen von 10 pl

eingesetzt.

3.1.2 Kovalente Bindung des Captures in Abhangigkeit vom
pH-Wert

Carboxylgruppen koénnen in Anwesenheit eines Carbodiimids, wie EDC, mit NHS zu
einem semi-stabilen NHS-Ester reagieren. Abhdngig vom pH-Wert und Wassergehalt,
hydrolisiert die Carboxylgruppe im Minuten bis Stundenbereich. Je hoher der pH-Wert,
desto schneller die Hydrolyse. Nach Zugabe von dquimolaren Mengen an EDC und NHS
in 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES) pH 4,75 findet die Veresterung mit der
Carboxylgruppe des PEG’s statt. Die COOH-Gruppe des PEG’s ist nun aktiviert und bindet
liber eine Peptidbindung an freie Aminogruppen des Capture-Antikorpers.
Standardmaf3ig wurde der Antikorper in einem 1:1-Gemisch aus PBS und MES (pH 5,5)
hinzugegeben.

In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss des pH-Wertes auf die
Bindungsreaktion des Antikorpers mit dem aktivierten PEG untersucht. Dazu wurde der
Antikorper, neben dem Standartpuffergemisch von PBS und MES, zum Einen in MES pH
4,75 und zum Anderen in PBS pH 7,5 aufgenommen. Bei einem niedrigerem pH als pH
4,75 besteht die Gefahr, dass der Antikorper seine Spezifitit verliert. Alle drei
Antikorperlosungen wurden auf der PEG-aktivierten Glasoberfliche inkubiert. Als
Kontrolle erfolgte die Behandlung der Glasoberflache nach dem zuvor beschriebenen
Protokoll, wobei nach der Aktivierung der Carboxylgruppe des PEG’s 1 h mit PBS
inkubiert wurde. Somit hydrolisiert die aktivierte Carboxylgruppe und eine kovalente
Bindung des Antikorpers kann nicht mehr stattfinden. Anschliefend wurde der
Antikorper standardmaf3ig bei pH 5,5 hinzugegeben. Immobilisierter Antikérper wurde
mittels Fluoreszenzmessung direkt nachgewiesen, da er mit Alexa Fluor 633 markiert
wurde (siehe Kapitel 2.13).

Die Ansatze bei denen markierter Antikdrper direkt nach der Aktivierung der
Carboxylgruppen zugegeben wurde, zeigen signifikant hohere Fluoreszenzintensititen
als die Kontrollen, bei denen die Carboxylgruppe vorher hydrolisiert wurde. Eine
kovalente Bindung des Antikorpers Saf32-633 konnte sowohl bei niedrigem als auch bei
neutralem  pH-Wert gezeigt werden. Auflerdem  wurde ein zweiter

fluoreszenzmarkierter IgG immobilisiert. Beide Antikérperansatze zeigen die hochsten



46 Ergebnisse

Fluoreszenzwerte, wenn die Bindungsreaktion bei einem pH-Wert von 7,5 erfolgte,
welches die Schlussfolgerung zulafit, dass die grofdte Menge an Antikoérper in PBS pH 7,5
gebunden wurde. Im Folgenden wurde der Capture-Antikérper im Assay in PBS

verdiinnt und die Bindungsreaktion erfolgte bei pH 7,5.
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< BpH5,5
2
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=
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<
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Abbildung 3.1-3 Bindung von Capture-Antiképern in Abhidngigkeit von dem pH-Wert
Bindung von fluoreszenzmarkiertem Saf32-633, mit einem Markierungsgrad (MG) von 2,4, und IgG-633,
mit einem MG von 2,8. Die Verdiinnung der Antikoérper auf 50 ng/ul erfolgte in MES (pH 4,75), in einem
1:1 Gemisch aus MES und PBS (pH 5,5) und PBS (pH 7,5). Als Kontrolle (in gelb) wurde das PEG mit PBS 1
h inkubiert, sodass die vorher aktivierte NHS-Gruppe des PEG’s zu einer COOH-Gruppe hydrolisiert.
Danach folgte die Zugabe des jeweiligen markierten Antikdpers mit einer Konzentration von 50 ng/ul. Die
Mittelwerte der gemessenen Fluoreszenzintensititen (X;) sind dargestellt.

3.1.3 Kovalente Bindung des Captures in Abhangigkeit von

der Spacerkonzentration

Um die kovalente Bindung des Capture-Antikérpers nachzuweisen wurde die Bindung
des PEG’s an die Aminogruppen-aktivierte Glasoberfliche analysiert. Dazu wurden
verschiedene Konzentrationen an PEG eingesetzt. Ziel war es die Glasoberflache mit so
viel PEG wie moglich zu beschichten und damit eine hohe Capture-Antikorperdichte zu
ermoglichen. Wieviel Antikorper tatsachlich bindet, wurde mit markierten 1gG-633
(Vergl. Tabelle 2.14-1) untersucht. Die Egebnisse der Versuchsreihen mit dem IgG-633
konnen so spater auf den als Capture eingesetzten Saf32 iibertragen werden. Die
Oberflaiche wurde wie zuvor beschrieben nach dem Protokoll von Janissen (2009)
behandelt. Der Spacer wurde in folgenden Konzentrationen eingesetzt: 0,5 mM, 5 mM,

50 mM und 100 mM. Ein Well wurde als Kontrolle nur mit DMSO behandelt. Die Zugabe
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des IgG-633 (50 ng/pl, MG 1,9) fand in PBS statt (Vgl. Kapitel 3.1.2). Die Messung wurde
mit dem Insight Cell der Firma Evotec mit einem integriertem Olympus IX50 Mikroskop
bei einer Anregungswellenldnge von 633 nm durchgefiihrt. Die Bildauswertung erfolgte
mit dem Computerprogramm Image] zur Bearbeitung und Analyse von Bildern (siehe
Kapitel 3.2.1). Bei diesem Experiment wurden die Mittelwerte der Intensitiaten von
jeweils einem Bild ausgewertet. Damit erfolgte die Auswertung der Originaldaten,
analog zu den Messungen mit dem Fluoreszenzmikroskop. Es wurden Bilder mit 301 x
301 Pixel aufgenommen, wobei ein Pixel 1 pm? entsprach und damit eine Flache von
0,09 mm? ausgewertet wurde. Nach der Messung folgte eine Inkubation mit 6 M
Guanidinhydrochlorid-Lésung (GdnHCI) fiir 1 h, einem Denaturierungsagenz fir
Proteine. Nach der GdnHCI-Behandlung wurde mit PBSTT und PBS abgewaschen. Somit
sollte mit einer zweiten Messung nur noch die Menge an kovalent gebundenem
Antikorper 1gG-633 nachgewiesen werden, da adhéasiv anhaftender Antikérper durch

diese Behandlung entfernt werden sollte.
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Abbildung 3.1-4 Nachweis der kovalenten Bindung des Capture-Antikorpers
Immobilisierung von IgG-633 in Abhangigkeit von der PEG-Konzentration. Die Mittelwerte der
gemessenen Fluoreszenzintensititen (X) sind dargestellt.

In Abbildung 3.1-4 ist die Auswertung der Messung sowohl vor der Zugabe von GdnHCI
als auch danach dargestellt. Je mehr Spacer eingesetzt wurde, desto hohere Mittelwerte
der Fluoreszenzintensitaten wurden erreicht. Dies lasst den Schluss zu, dass bei Einsatz
hoherer PEG-Konzentrationen mehr Antikdrper gebunden wurde. Nur bei der
Verwendung von 5 mM PEG wurde ein Signal gemessen, was dem ohne PEG in etwa

entspricht. Nach der Zugabe von GdnHCl nimmt das Signal des IgG-633 ab. Die
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Fluoreszenzintensititen in dem Well, welches nur mit DMSO und damit ohne PEG-
Spacer behandelt wurde, ist sehr gering. Eine Erkldrung fiir die gemessenen
Fluoreszenzintensititen konnten Riickstinde von EDC und NHS sein, welche
Peptidbindungen zwischen freien COOH-Gruppen des IgG’s und Aminogruppen auf der
Glasoberflache ausgebildet haben. Mit diesem Experiment wurde die kovalente Bindung
des Capture-Antikorpers an die Glasoberfliche der Microtiterplatte nachgewiesen. Im

Folgenden wurde 5 mM PEG als Spacerkonzentration eingesetzt.

3.2 Adaption und Optimierung von Surface-FIDA

zum Nachweis einzelner PrPYP-Partikel

Zur Etablierung eines diagnostischen Ansatzes fiir die humane Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (CJD), sollten einzelne PrPCP-Aggregate als Krankheitsmarker nachgewiesen
werden. Mit dem Ziel Surface-FIDA zum Nachweis von PrPCP-Aggregaten einzusetzen,
wurden alle Schritte zur Funktionalisierung der Glasoberfliche der Microtiterplatte
(sieche Kap. 3.1), der Probenvorbehandlung und der Detektion der Prion-
Proteinaggregate nacheinander optimiert.

Nach der Optimierung der Capture-Bindung an die Glasoberflache erfolgte die
Funktionalisierung der Glasoberflache zur kovalenten Bindung des Capture-Antikérpers
standardmafdig nach dem unter Kapitel 3.1 beschriebenen Protokoll. Als PrP-
spezifischer Antikérper (Capture) wurde der monoklonale IgG Saf32 verwendet. Nach
der Zugabe von etwa 10 pl 0,1 ng/pl Saf32 in PBS (Vergl. Kapitel 3.1.1) fiir mindestens 1
h und 4 Waschschritten mit PBS, folgte ein Blockschritt mit 3 % Bovinem Serum
Albumin (BSA) und 30 mM Triethylamin (TEA) in PBS fiir 1 h. AnschliefSend wurde 4
mal mit PBST und 3 mal mit PBS gewaschen. Damit war die Funktionalisierung der
Glasoberflache mit einem kovalent gebundenen Capture-Antikorper abgeschlossen und
es folgte die Bindung des Targets, den Prion-Proteinaggregaten.

Zur Etablierung einer molekularen Diagnostik fiir CJD mit der neu
funktionalisierten Oberflache wurde Hirngewebe von sCJD-Patienten und zur Kontrolle
von nicht an sCJD erkrankten Kontrollpatienten verwandt. Mittels der NaPTA-Fallung
mit MgCl; (siehe Kapitel: 2.10.1) wurde PrPYP aus Hirngewebe vorgereinigt, wobei sC]D-
positive Proben und sC]D-negative Proben gleich behandelt wurden. Das resultierende

Pellet der NaPTA-Fallung wurde in 200 pl PBS aufgenommen und fiir 40 s im
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Ultraschallbad (Stufe 7) und 2 s mit der Ultraschallsonde (25 W) behandelt. 20 ul des
resuspendierten Pellets wurden pro Well UN inkubiert. Zur Detektion der Prion-
Proteinaggregate wurde zundchst nur Saf32 eingesetzt. Die Detektionssonde Saf32
wurde zuvor mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 markiert (siehe Kapitel
2.13). Nach der Inkubation des Targets und der Detektionssonde Saf32, folgten jeweils
sechs Waschschritte mit PBST und fiinf mit PBS.

Der Ablauf zur Immobilisierung von Prion-Proteinaggregaten und dessen
Nachweis ist in Form eines vereinfachten Schemas in Abbildung 3.2-1 dargestellt. Jeder
Schritt wurde optimiert, um die Unterscheidbarkeit der sCJD-positiven Proben zu den

gleichbehandelten Negativkontrollen zu maximieren.

[1. Reinigung der Glasoberflache h
2. Glas-Aktivierung (Aminogruppen) Tag 1
3. Bindung des PEG-Spacer Kapitel 3.2.2
4. PEG-Aktivierung (mit EDC/NHS) Kapitel 3.2.3
5. Zugabe des Capture-Antikorpers (Saf32) Kapitel 3.2.4
6. Blockschritt (BSA/TEA)
7. Targetinkubation (NaPTA-Pellet) Tag 2 Kapitel 3.2.5
8. Detektion (Saf32-488) Tag3 Kapitel 3-2-5/

Abbildung 3.2-1 Ablaufschema: Immobilisierung von Prion-Proteinaggregaten
3.2.1 Single particle counting - Messung und Auswertung

Das Prinzip des Aggregatnachweises Surface-FIDA wurde bereits von Birkmann et al.
(2007) beschireben. Mit Hilfe des Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometers und einem
integriertem Beamscanner wurde die Oberfliche der Microtiterplatte abgescannt und
die Verteilung der Fluoreszenzintensititen iiber den Ort detektiert. Die Bindung
mehrerer fluoreszenzmarkierter Detetionsantikérper an die immobilisierten Pathogen-
assoziierten Aggregate fiihrten zu Fluoreszenzpeaks und erlaubten damit das Zahlen
einzelner Prion-Proteinaggregate (Single Particle Counting).

Wahrend dieser Arbeit wurde das FCS um eine Imaging-Einheit erweitert. Damit

wurden die detektierten Fluoreszenzintensititen wahrend der Messung in Bilddaten
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umgewandelt. Dies hat den Vorteil, dass die linear gemessenen Fluoreszenzintensitdten
durch eine zweidimensionale Ortsinformation ersetzt wird. Die Bilder enthalten
zusatzliche Informationen wie die Grofde und die Form der detektierten Partikel. Im

Folgenden wird Imagingansatz und der Auswertung der Bilddaten beschrieben.
3.2.1.1 Erweiterung des FCS mit einer Imaging-Einheit

In den Strahlengang des FCS wurde ein Beamscanner eingebaut, welcher aus einem 2D-
Piezoelement mit einem Spiegel besteht. Mittels dieser Beamscannereinheit kann die
Position des Laserfokuses und damit des Detektionsvolumens erfasst werden und der
Laserfokus in einer bestimmten Hohe iiber der Glasoberfliche der Microtiterplatte
bewegt werden. Die detektierten Fluoreszenzintensititen werden in Bildinformationen
umgewandelt. Somit wird die Verteilung der Intensititen ortsaufgelost und in einem
Bild dargestellt, was das Zahlen von Partikeln sowie die Bestimmung von
Partikelgrofien ermoglicht. Mit einem weiteren Piezoelement kann die z-Position im
Nanometer-Bereich genau eingestellt und 3D-Messungen vorgenommen werden. In
dieser Arbeit werden ausschliefdlich 2D-Messungen auf einer spezifischen Hohe iiber
dem Glasboden durchgefiihrt.

Wie in Kapitel 2.12 beschrieben, wurden 384er Wellplatten zur Immobilisierung
der Prion-Proteinaggregaten eingesetzt. Diese wurden speziell fiir FCS-Messungen
entwickelt (Vergl. Kapitel 2.12) und weisen eine sehr geringe Krimmung der Glasplatte
auf. Jedes Well besitzt eine Glasbodenflache von 3 x 3 mm. Von jedem Well, und somit
von jeder Probe, wurden vier Bilder mit einer Flache von (0,2 mm)? an verschiedenen
Positionen aufgenommen. Ein Pixel entsprach dabei standardméfiig (500 nm)Z2. Die
Pixeltime entsprach 500 ps.

Bei 2-Farb-Messungen wurden die Messungen der beiden Kandle nacheinander
durchgefiihrt, um ein optisches Ubersprechen (bleed through) zu vermeiden. Wenn die
Emissionsspektren der beiden verwendeten Fluorophore sich iiberschneiden, wire es

moglich, dass bei gleichzeitigem Messen die Fluoreszenz-Emission eines Kanals auch auf
dem anderen Kanal detektiert wird. Nach der Messung wurden die Bilder mit den

Informationen der jeweiligen Fluoreszenzintensititen als 16-bit Graustufen-Bilder
exportiert. Die Auswertung dieser Bilder erfolgte mit dem Bildbearbeitungsprogramm

Image] (Vergl. 2.16.4).
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3.2.1.2 Auswertung der Messungen

Intensitdtenauswertung: Alle Fluoreszenzintensititen der aufgenommenen

Bilder eines Detektionskanals werden aufsummiert. Es ist moglich nur die Werte, die
einen bestimmten Schwellenwert (Cutoff) iiberschreiten, zu werten und damit den
Hintergrund zu minimieren. Die Cutoffwerte sind kanalspezifisch dnderbar. Im Hinblick
auf das Verhaltnis von Positivproben zu Negativkontrollen hat sich empirisch ein Cutoff
von 250 als geeignet herausgestellt. In Abbildung 3.2-2A sind beispielhaft die Ergebnisse
von einer Positivprobe (in rot) und Negativkontrolle (in griin) in einem Diagramm
dargestellt. Werden zwei verschiedene fluoreszenzmarkierte Sonden zur Detektion
eingesetzt, konnen die Fluoreszenzintensitiaten der beiden Messkanale iiber dem Cutoff
kolokalisiert werden. Zur Kolokalisation werden die Fluoreszenzintensitaten identischer
Pixelpositionen multipliziert. Um die Intensitdten in beiden Kandlen anzugleichen,
wurde der Markierungsgrad der Detektionssonden mit Fluorophoren eingerechnet und
somit normiert.

Multiparameteranalyse: Nach der Kolokalisationsanalyse werden die Bilddaten

wie in der Intensitdtsanalyse Cutoff-korrigiert und auf den Markierungsgrad normiert.
Als weiterer Parameter wird die Partikelgrofle einbezogen. Um die Verteilung der
Partikelgrofien zu veranschaulichen, werden die Intensititen in Abhangigkeit von der
Partikelgrofie dargestellt (Vergl. Abbildung 3.2-2B). Jeder Strich entspricht einem
gezahltem Partikel.

Alle Messungen wurden, wenn nicht anders erwdhnt, in der Intensitdtenauswertung mit
einem Cutoff von 250 ausgewertet. Dabei sind die sC]D-positiven Proben in rot und die

sC]D-negativen Proben in griin dargestellt.
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(A) Intensitdtenauswertung
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Abbildung 3.2-2 Auswertung der Bilddaten

(A) Fiir jede Probe werden vier nebeneinanderliegende Bilder mit 201 x 201 um fiir beide Kanile
gemessen. Die Bilder werden mit Image] in Montagen zusammengesetzt (B). Eine
Auswertungsmoglichkeit ist alle Intensititen iiber einem bestimmten Schwellenwert (Cutoff) fiir jeden
Kanal aufzusummieren (B1). Danach ist eine Kolokalisationsanalyse moglich. Alle Intensititen iiber einem
Cutoff, die in beiden Kanidlen am gleichen Ort vorkommen werden multipliziert (B2). Eine weitere
Auswertungsmoglichkeit ist eine Multiparameteranalyse (B3), die eine Kombination aus den Intensitaten,
den Partikelgrofien und der Haufigkeit an Partikeln iiber einem bestimmten Cutoff darstellt.
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3.2.1.3 Ermittlung der optimalen Messhoéhe iiber dem Glasboden der

Microtiterplatte

Vor der Optimierung der Immobilisierung der Prion-Proteinaggregate und dessen
Nachweis wurde die optimale Messhohe liber dem Glasboden der Microtiterplatte
ermittelt. Dazu wurden die Glasoberflichen zweier Wells wie unter Kapitel 3.1
beschrieben mit jeweils einer sC]JD-positiven Probe und einer Negativkontrolle
vorbereitet. Gemessen wurden die Fluoreszenzintensititen im 488-Kanal, da nur 488-
fluoreszensmarkierter Saf32 als Sonde eingesetzt wurde. Mit Hilfe des Brechungsreflex
des Laserstrahls an der Glasoberfliche wurde der Laserfokus vor jeder Messung mit
dem z-Piezo auf die Ausgangshohe (0 pm) geeicht. Die Messungen wurden dann bei 0, 1,
2, 3,4 und 5 um durchgefiihrt. Ein Bild jeder Probe der verschiedenen Messhéhen von 1
bis 4 um tiber der Glasoberflache ist in Abbildung 3.2-3A gezeigt. Die Bilder wirken mit
zunehmender Hohe unscharfer. Aus der Intensititenauswertung (Abbildung 3.2-3B)
wird ersichtlich, dass der unspezifische Hintergrund aus der Negativkontrolle
geringfligig mit zunehmender Messhéhe abnimmt. Die deutlichste Unterscheidung von
Positivprobe und Negativkontrolle wurde bei einer Messhohe von 2 pm tiber der
Glasoberflache erreicht. Die z-Position wurde somit fiir alle weiteren Messungen auf 2

um tiber dem Glasboden der Microtiterplatte eingestellt.
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Abbildung 3.2-3 Bestimmung der Scanposition in z-Richtung
[A] Messung einer sC]D-positiven Probe (P1)- und einer Negativkontrolle (N1) in verschiedenen Héhen
liber der dem Glasboden der Microtiterplatte. [B] Intensitatenauswertung ohne Cutoff.

3.2.2 Erhohung der Spacerkonzentration

Der Capture-Antikérper wird mittels des Spacers NHS-PEG-COOH kovalent an die
Glasoberflache der Microtiterplatte gebunden. Aus dem in Kapitel 3.1.3 beschriebenen
Experiment geht hervor: je hoher die Spacerkonzentration desto mehr Antikérper wird
auf der Glasoberfliche gebunden. Mit dem Ziel die Glasoberfliche mit Capture-
Antikorper abzusattigen wurde die Spacerkonzentration bei der Immobilisierung von
Prion-Proteinaggregaten erhoht. Dabei wurden zwei Spacerkonzentrationen, 5 mM und
50 mM, miteinander verglichen. Die Losung mit der hoheren Konzentration an NHS-
PEG-COOH musste kurz auf 70°C erhitzt werden, um den Spacer in DMSO zu ldsen.
PrP¢P wurde aus Hirnhomogenat, stammend von je 2 verschiedenen sCJD-Patienten und
nicht an sCJD erkrankten Patienten, mit der NaPTA-Fillung gereinigt. Alle Proben
wurden jeweils in Wells, die zuvor mit einer Spacerkonzentration von 5 und 50 mM
funktionalisiert wurden, inkubiert. Saf32 wurde als Capture und als Sonde eingesetzt,

um den Nachweis von PrP-Monomeren auszuschliefien.
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Aus der Intensititenauswertung in Abbildung 3.2-4 wird deutlich, dass beide sC]JD-
negativen Proben bei der Verwendung von 50 mM Spacer nur etwa die Halfte der
Fluoreszenzsumme zeigen als bei der Verwendung von 5 mM. Auch wenn sich nicht in
beiden sC]JD-positiven Proben ein Anstieg der aufsummierten Fluoreszenzintensitdten
zu beobachten ist, so erhoht sich das Verhaltnis der sCJD-Proben zu den nicht sCJD-
Proben (Abbildung 3.2-4B). Um unspezifischen Hintergrund zu blocken und mehr
Capture kovalent zu binden (Vergl. Kapitel 3.1.3) wurde fiir alle weiteren Experimente

50 mM PEG eingesetzt.
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Abbildung 3.2-4 Erhéhung der Spacerkonzentration
[A] Surface-FIDA von 2 verschiedenen sCJD-Proben (P1, P4) und sC]D-negativen Proben (N3, N4). Die
kovalente Bindung des Capture-Antikérpers erfolgte mit 5 mM und 50 mM Spacer NHS-PEG-COOH. [B]
Verhdltnis der Mittelwerte der sCJD-Proben und der sCJD-negativen Proben aus der
Intensitdatenauswertung.

3.2.3 Analyse der Spaceraktivierung

Durch die Aktivierung der Carboxylgruppe des Spacers erfolgt die Bindung an freie
Aminogruppen des Capture-Antikorpers. Nach dem in Kapitel 3.1 beschriebenen
Protokoll erfolgt die Aktivierung der Carboxylgruppe mit NHS und dem Carbodiimid
EDC zu einem semi-stabilen NHS-Ester. Dadurch wird eine freie Aminogruppe des
Capture mit dieser NHS-Estergruppe zu einer stabilen Peptidbindung verkniipft. Um die
Aktivierung der COOH-Gruppe des PEGs mit EDC zu optimieren, wurde die Verwendung
von NHS und Sulfo-NHS analysiert. Die geladene Sulfonatgruppe des Sulfo-NHS (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA) steigert die Wasserloslichkeit des Carboxyl-modifizierten
PEGs. Aufderdem reagiert Sulfo-NHS-aktiviertes PEG bei einem pH von 7 - 8 (PBS).

Durch die Verwendung von Sulfo-NHS sollte untersucht werden, ob mehr Capture
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kovalent gebunden wird und dadurch auch mehr PrP@P-Partikel immobilisiert werden
konnen. Dazu wurden eine sC]JD-positive und eine sC]JD-negative Proben unter
Verwendung von NHS bzw. Sulfo-NHS mittels Surface-FIDA untersucht.

Die sC]JD-positiven Proben (P2) zeigt unter Verwendung von Sulfo-NHS, wie
erwartet, eine hohere Summe der Fluoreszenzintensitiaten (Abbildung 3.2-5A). Aber
auch in der Negativkontrolle (N1) ist eine geringe Zunahme der aufsummierten
Fluoreszenzintensititen zu verzeichnen. Dies lasst den Schluss zu, dass durch die
verbesserte Aktivierung der COOH-Gruppe des PEG’s nicht nur der Capture-Antikorper,
sondern auch Molekiile aus dem Hirngewebe gebunden werden. Moglicherweise ist der
Blockschritt vor der Targetzugabe mit BSA und TEA nicht ausreichend um die mit Sulfo-
NHS aktivierte PEG-Oberflaiche abzublocken. Als Folge wurde das Protokoll zur
Immobilisierung von PrP@P-Partikeln im Hinblick auf die Aktivierung des Spacers durch

die weitere Verwendung von NHS nicht verandert.
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Abbildung 3.2-5 Analyse der Spaceraktivierung
Surface-FIDA einer sC]D-Probe (P2) und einer sCJD-negativen Probe (N3) auf einer PEG-funktionalisierten
Glasoberflache. Vergleich der Aktivierung der COOH-Gruppe des PEG-Spacers mit NHS und Sulfo-NHS.

3.2.4 Capture-vermittelte Bindung der Prion-Protein-

aggregate

Aufgrund der Tatsache, dass Proteine an Oberflichen, wie Glas, adhdrieren, wurde
untersucht, ob die Immobilisierung der Prion-Proteinaggregate Capture-vermittelt ist
oder eventuell eine unspezifische Adhdsion darstellt. Dazu wurden die Glasoberflachen

der Messwells mit dem Capture Saf32 und ohne, wie in Kapitel 3.1 beschrieben,
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vorbereitet. Das bedeutet alle Oberflaichen wurden bis zur Aktivierung des Spacer PEG
gleichbehandelt und bei der Zugabe des Capture wurde zum Vergleich nur mit PBS
inkubiert. Danach wurden die Wells mit und ohne gebundenem Capture-Antikoérper mit
je einer sC]D-Probe (P6) und einer sCJD-negativen Probe (N6) inkubiert.

Ohne Capture =zeigt die sCJD-positive Probe nur etwa ein Drittel der
Fluoreszenzsumme im Vergleich zur sC]D-Probe, die mit Capture immobilisiert wurde.
Prion-Proteinaggregate werden also iiber den Capture weit besser gebunden als sie nur
an die Glasoberflache adharieren. Die Negativkontrolle (N6), die ohne Capture inkubiert
wurde, zeigt eine hohere Fluoreszenzsumme als N6, die mit Capture inkubiert wurde. Es
ist moglich, dass der Capture Saf32 unspezifische Adhasion blockt. Damit konnte gezeigt
werden, dass der gofdte Anteil der Prion-Proteinaggregate liber den Capture Saf32

gebunden wurde.
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Abbildung 3.2-6 Capturevermittelte Bindung von Prion-Proteinaggregaten
Surface-FIDA einer sCJD-Probe (P6) und einer sCJD-negativn Probe (N6) auf einer PEG-funktionalisierten
Glasoberflache mit und ohne kovalent gebundenen Capture Saf32.

3.2.5 Optimierungen zur Targetbindung

Fir die schrittweise Optimierung des diagnostischen Ansatzes wurden Prion-
Proteinaggregate aus humanem Hirnhomogenat (siehe auch Kapitel 2.9) als Target
gereinigt. Mit dem Ziel das pathologische PrP (i) zu konzentrieren, (ii) zu reinigen, (iii)
nicht proteolytisch zu behandeln und von PrPC¢ zu trennen, wurde das Hirnhomogenat
mit Phosphor-Wolframat (NaPTA) gefallt (Vergl. Kapitel 2.10). Durch mehrere

Zentrifugationsschritte werden die PrP-Aggregate von loslichem PrP¢ und anderen
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l6slichen Proteinen getrennt. Dabei wurden sC]D-positive Proben und nicht sCJD-
positive Proben als Negativkontrollen gleich behandelt. Standardmafdig wurde das aus
25 mg Hirngewebe resultierende Pellet in 200 pl PBS aufgenommen und im Wasserbad
fiir 40 s bei Stufe 7 (ca. 80 W) und zusatzlich fiir 2 s bei 25 W mit der Nadelsonde
ultrabeschallt. Auf der funktionalisierten Oberfliche wurden dann 20 pl des
resuspendierten Pellets UN inkubiert und sechsmal mit PBST und fiinfmal mit PBS

gewaschen.
3.2.5.1 Reinigung von PrPduP-Partikeln mittels PTA-Fallung mit MgCl:

Standardmafdig wurde die NaPTA-Fallung mit Magnesiumchlorid (MgCl;) nach dem
Protokoll von Birkmann et al. (2006) durchgefiihrt. Diese beinhaltete einen Benzonase-
Schritt vor der Fallung mit 0,32 % NaPTA und 13,6 mM MgCL2, und zwei Waschschritte
(W1, W2) mit 250 mM EDTA in PBS und 50 mM EDTA mit 0,1 % Sarkosyl in PBS nach
der Fallung. Die Uberstinde (U, W1, W2) nach den Zentrifugationsschritten bei 14.000 x
g (30 min), das Ausgangshirnhomogenat (HH) und das resultierende Pellet (P) wurden
mittels Western-Blot (Abbildung 3.2-7A) und Coomassie-gefarbter PAGE (Abbildung
3.2-7B) analysiert. Um die Anteile PK-resistentem PrPYP zu bestimmen, wurde jede

Probe in zwei Teile geteilt und ein Teil mit 50 ng/pl Proteinase K (PK) behandelt.
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Abbildung 3.2-7 PTA-Fillung mit MgCl,

[A]: Western-Blot-Analyse der NaPTA-Fallung einer sCJD-negativen Probe, sowie darunter einer sCJD-
postiven Probe. Der immunologische Proteinnachweis erfolgte mit 3F4. Von links nach rechts wurde das
Hirnhomogenat (HH), der Uberstand nach der Fillung mit NaPTA (U), die Uberstinde nach den
Waschschritten (W1 und W2) und das resultierende Pellet aufgetragen. Jede Probe wurde zusatzlich mit
50 ng/ul Proteinase K (PK) behandelt. Die eingesetzten Hirnmengen sind jeweils unter dem Bild in gA
angegeben. [B] Die Proben der sC]D-positiven Fallung wurden des Weiteren mittels SDS-Page aufgetrennt
und Coomassie gefarbt.
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Aus der Western-Blot-Analyse geht hervor, dass wahrend der Fallung mit NaPTA des
sCJD-negativen Hirnhomogenats das Iésliche PrP¢ im Uberstand (U) verblieben ist und
damit vom Pellet getrennt werden konnte. Im resultierenden Pellet ist kein PrP¢
detektiert worden. Im Hirnhomogenat, den Uberstinden (U, W1, W2) und dem Pellet ist,
wie erwartet, kein PK-resistentes PrP detektierbar. Im Gegensatz zur Negativkontrolle
konnte mit der NaPTA-Behandlung PrPY? aus dem sC]JD-positiven Hirnhomogenat
gefdllt werden. Der verwendete Erstantikorper 3F4 erkennt auch das N-terminal
verkiirzte PrP%P nach der partiellen N-terminalen Proteolyse. Das geringe Signal des PK-
behandelten Hirnhomogenats weist auf einen geringen Anteil an resPrP¢P hin. Im
gereingten Pellet ist kein Signal an PK-resistentem Material zu erkennen. Wobei sich
herausgestellt hat, dass diese PK-Sensitivitit einen Ausnahmefall darstellt. Der
Uberstand nach der Fillung zeigt das typische 3-Bandenmuster von di-, mono- und nicht
glykosiliertem PrP. Die zweite Analyse des sC]D-positiven Proben mittels SDS-Page
(Abbildung 3.2-7B) zeigt, dass das Pellet (P) nach der Fallung mit NaPTA von einem sehr
grof3en Anteil an Proteinen des Zellmaterials aus dem Hirnhomogenat (HH) getrennt
wird. Auf der Hohe von ca. 30 kDa ist eine geringe Farbung in der Spur des Pellets zu
erkennen, die das geféllte PrPAP reprasentieren konnte. Aber auch eine leichte Farbung
liber die gesamte Spur weist auf die Fallung weiterer Proteine hin. Da die Fallung
urspringlich zur Fallung von Membranproteinen entwickelt wurde, ist ein Verbleib

weiterer Proteine im resultierenden Pellet méglich.

Nachweis von PrPYP-Partikeln vor PrP¢-Hintergrund

In seltenen Fillen wird bei der NaPTA-Fallung von Hirnproben neben PrPsc auch PrPc¢
gefdllt. So wurde bei der NaPTA-Fallung von einer nicht sCJD-positiven Probe PrP¢
gereinigt (Abbildung 3.2-8A). Das Pellet beider Proben wurde jeweils auf der Capture-
aktivierten Glasoberflache einer Microtiterplatte inkubiert und auf vorhandene Prion-
Proteinaggregate unterucht. Dazu wurde Saf32 als Capture und Sonde eingesetzt. Dabei
sind in den Bilddaten der sC]JD-positiven Probe sehr viel mehr und hellere Partikel zu
sehen, als in der sC]JD-negativen Probe (Abbildung 3.2-8B). Wie auch aus der
Intensitatenauswertung in Abbildung 3.2-8BC hervorgeht, konnte die sCJD-positive
Probe (P5) eindeutig von der Negativkontrolle (N4) unterschieden werden. Damit
konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung von Saf32 als Capture und als Sonde

die Detektion von monomeren PrP¢ ausgeschlossen werden kann.
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Abbildung 3.2-8 Detektion von PrPdP-Partikeln vor PrP¢-Hintergrund
[A] Western-Blot-Analyse der NaPTA-Fallung einer sCJD-negativen und einer sC]JD-postiven Probe. Der
immunologische Proteinnachweis erfolgte mit 3F4. Aufgetragen wurde das Ausgangshirnhomogenat (HH)
und das resultierende Pellet. Jede Probe wurde zusatzlich mit 50 ng/ul Proteinase K (PK) behandelt. Die
eingesetzten Hirnmengen sind 1,25 mgA an HH und 2,5 mgA an P. [B] Bilddaten der mittels Surface-FIDA
analysierten NaPTA- Pellets. Gezeigt sind die Verteilung der Fuoreszenzintensititen resultierend von der
Bindung der Sonde Saf32. [C] Intensitdtenauswertung der mittels Surface-FIDA analysierten Proben.

3.2.5.2 Reinigung von PrPYP-Partikeln mittels PTA-Fallung ohne MgCl:

Zur Optimierung der Reinigung der PrP-Aggregate aus humanem Hirnhomogenat wurde
auch die NaPTA-Fallung ohne MgCl; (Vergl.: Kapitel 2.10.2) analysiert. Die NaPTA-
Fallung ohne MgCl; wurde nach dem Protokoll von Wille und Kollegen (2009) ohne eine
Benzonase-Behandlung durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um ein Protokoll mit zwei
hintereinandergeschalteten Fallungen und einem Waschschritt. Das Ausgangsmaterial
(HH), der Uberstand nach der 1. und 2. Fillung (U1, U2) und das resultierende Pellet (P)
der Fallung von einer sC]JD-positiven und einer sCJD-negativen Probe wurden
gleichermafden untersucht, wie die Proben der NaPTA-Fallung mit MgCl; (Vergl. Kapitel
3.2.5.1).

HH und U1, der sCJD-positiven Probe, weisen nach der Behandlung mit PK einen
Anteil an PK-resistentem PrP auf (Abbildung 3.2-9A). Im Pellet hingegen, ist so gut wie
gar kein Anteil an resPrP zu erkennen. Aufgrund der Tatsache, dass in der
Negativkontrolle kein Siganl im Pellet auftritt, lasst sich ableiten, dass das geféllte PrP in
der sCJD-Probe krankheitasoziiertes PrP darstellt. Sowohl in der Western-Blot-Analyse
als auch in der SDS-PAGE (Abbildung 3.2-9B) zeigt HH und U1 ein Signal. Somit ist neben

dem Reinigungseffekt ein Verlust an PrP zu verzeichnen. Auch in dem Pellet der
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Reinigung deutet eine leichte Blaufarbung in Abbildung 3.2-9B auf eine Verunreinigung
mit anderen Proteinen hin. Grundsatzlich konnte gezeigt werden, dass es moglich ist

auch mit der NaPTA-Fallung ohne MgCl; PrP%P aus Hirnhomogenat zu féllen.
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Abbildung 3.2-9 Fillung ohne MgCl,

[A] Western-Blot-Analyse der NaPTA-Fallung einer sCJD-negativen und einer sC]JD-postiven Probe. Der
immunologische Proteinnachweis erfolgte mit 3F4. Von links nach rechts wurde das
Ausgangshirnhomogenat (HH), der Uberstand nach den Fillungen mit NaPTA (U1, U2), der Uberstand
nach dem Waschschritt (W) und das resultierende Pellet (P) aufgetragen. Jede Probe wurde zuséatzlich mit
50 ng/ul Proteinase K (PK) behandelt. Die eingesetzten Hirnmengen sind jeweils unter dem Bild in gA
angegeben. [B] Die Proben der sCJD-positiven Fallung wurden noch einmal mittels SDS-Page aufgetrennt
und Coomassie gefarbt.

Nach der Analyse beider Fallungsvarianten wurden alle gereinigten Proben ebenfalls
mittels Surface-FIDA verglichen (siehe Abbildung 3.2-10). Dazu wurde, wie in Kapitel
3.1 beschrieben, die Glasoberfliche einer Microtiterplatte mit kovalent gebundenem
Saf32 vorbereitet. Die Pellets der sC]D-positiven Probe und der sC]D-negativen Proben,
vorher mit und ohne MgCl, NaPTA-gefallt, wurden iiber Nacht inkubiert und mit 488

fluoreszenzmarkiertem Saf32 nachgewiesen.
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Abbildung 3.2-10 Vergleich der NaPTA-Fallungen von PrP¢P
Vergleich verschieden gereinigter Hirnproben. Surface-FIDA einer mittels NaPTA-Fallung mit MgCl, und
ohne MgCl; gereinigten sC]D-Probe (P3) und einer sCJD-negativen Probe (N6).

Die aufsummierten Fluoreszenzintensititen von P6 vorbehandelt mit der Fallung mit
MgClz und ohne MgCl; sind ahnlich. Hingegen nimmt die Fluoreszenzsumme der
Negativkontrolle (N6) vorbehandelt ohne MgCl; signifikant gegeniliber der
Vorbehandlung mit MgCl, ab. Daraus resultierte die weitere Vorbehandlung der zu

analysierenden Hirnproben mit der NaPTA-Fallung ohne MgCl..
3.2.5.3 Resuspendierung und Inkubation des Targets

Standardmafdig wurde das NaPTA-Pellet aus 25 mg Hirngewebe in 200 pl PBS
aufgenommen und im Wasserbad (Sonicator) fiir 40 s bei etwa 80 W resuspendiert. Eine
weitere Ultrabeschallung erfolgte zusatzlich mit der Nadelsonde fiir 2 s bei etwa 25 W.
Das bedeutet, dass in diesem zweiten Resuspendierungsschritt des Pellets das
Probengefafd geoffnet wird, um die Nadelsonde einzutauchen. Es wurde iiberpriift, ob
eine Ultrabeschallung des Targets im Wasserbad fiir 60 s ausreichend ist. In einem
zweiten Schritt wurde die Targetinkubation analysiert. Nach dem in Kapitel 3.2
beschriebenen Standard-Protokoll zur Immobilisierung von Prion-Proteinaggregaten
erfolgte die Inkubation des Targets UN bei 4°C. Mit dem Ziel ein Anhaften von
Verunreinigungen aus dem Hirngewebe zu minimieren wurde die Inkubation des
Targets auf 2 h bei RT verkiirzt.

Je zwei verschiedene sC]D-positive und sC]D-negative Proben wurden mittels
Surface-FIDA analysiert. Dazu wurden die resultierenden Pellets der NaPTA-Fallung

zuerst fiir 60 s auf Stufe 7 in PBS resuspendiert und UN bei 4°C inkubiert. Desweiteren
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wurden gleichbehandelte Proben fir 40 s im Ultraschallbad auf Stufe 7 und mittels
Nadelsonde nochmals fiir 2 s bei 25 W beschallt. Die Targetinkubation erfolgte jeweils
UN bei 4°C und fir 2 h bei RT (Abbildung 3.2-11). Saf32-488 wurde als

Detektionsantikorper eingesetzt.
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Abbildung 3.2-11 Vergleich der Targetresuspendierung und -inkubation
Surface-FIDA von je 2 verschiedenen sC]D-positiven und sC]JD-negativen Proben. Zum Einen wurde die
Resuspendierung des NaPTA-Pellets mittels Ultraschallbad und mittels Ultraschallbad und Nadelsonde
verglichen. Zum Anderen erfolgt ein Vergleich der Inkubationsdauer des Targets UN und 2 h.

Eine Unterscheidung beider sCJD-Proben und den Negativkontrollen ist nur bei einer
Resuspendierung des Pellets mit dem Ultraschallbad und Nadelsonde moglich. Eine
Ultrabeschallung ausschliefdlich im Wasserbad ist nicht ausreichend, um die PrP-
Aggregate hinreichend zu suspendieren. Hingegen konnte durch eine Kkiirzere
Inkubationszeit des Targets das Verhdltnis der sCJD-Proben P3 und P4 zu den
Negativkontrollen N3 und N4 deutlich erh6ht werden. Eine Inkubationszeit des Targets
von 2 h ist demnach ausreichend fiir die Bindung der Prion-Proteinaggregate und um
ein unspezifisches Anhaften anderer Proteine aus dem Hirnmaterial zu minimieren. Die
vorher als Standard angesehene Prozedur hat sich also nicht als glinstigste erwiesen.
Daraufhin wurde im Folgenden das NaPTA-Pellet weiterhin mittels Ultraschallbad und
Nadelsonde in PBS resuspendiert und fiir 2 h bei RT auf der mit dem Capture-Antikérper

modifizierten Glasoberflache inkubiert.
3.2.5.4 Immobilisierung verschiedener Mengen an Prp¢p

Bei Versuchen mehr Target zu binden, wurde festgestellt, dass das Probemvolumen

keinen Einfluss auf die Bindung des Target hatte. Um zu analysieren, ob der Capture
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moglichweise mit der zugegebenen Menge an PrPsc abgesattigt wurde, erfolgte eine
Verdiinnung des NaPTA-Pellet der sC]D-positiven Probe P4 und der sCJD-negativen
Probe N3 mit PBS. Zusatzlich konnte so untersucht werden, ob das Hintergrundsignal in
den sC]JD-negativen Proben durch das Anhaften von Verunreinigungen durch die
Verdiinnung mit PBS minimiert werden kann. Nach dem Standard-Protokoll wird das
resultierende NaPTA-Pellet in 200 pl PBS mittels Ultraschall resuspendiert und 20 pl
mittels Surface-FIDA analysiert. Die sCJD-positiven und sCJD-negativen Proben wurden
je dreimal in einem Verhéltnis von 1:2 in PBS verdiinnt. Die Ausgangsprobe mit 2,5 mgA
und die drei Verdiinnungen mit 0,8; 0,3 und 0,1 mgA der sCJD-positiven und sCJD-
negativen Probe wurden mittels Surface-FIDA analysiert. Dabei wurden alle
Fluoreszenzintensitidten ohne einen Cutoff aufsummiert, um die Hintergrundsignale in
den verdiinnten Negativkontrollen analysieren zu konnen (Abbildung 3.2-12A). In
einem zweiten Schritt wurden die Verdiinnungen der sC]D-positiven Probe P4 mittels
Western-Blot analysiert. Aufderdem wurden die Suspensionen nach der Inkubation auf
der Capture-modifizierten Glasoberfliche abgenommen und mittels Western-Blot

analysiert (Abbildung 3.2-12B).
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Abbildung 3.2-12 Analyse verschiedener Mengen an Hirngewebe
[A] Surface-FIDA von je 4 Verdiinnungen (2,5; 0,8; 0,3 und 0,1 mgA) einer sCJD-positiven (P4) und einer
sCJD-negativen Probe (N3). Alle Fluoreszenzintensitdten wurden ohne Cutoff aufsummiert. [B] Western-
Blot-Analyse des verdiinnten NaPTA-Pellets von P4 und dem Uberstand der Proben der Verdiinnungen
von P4 nach der Immobilisierung mittels Surface-FIDA.

Die Fluoreszenzsumme der sCJD-positiven Proben nimmt mit der Menge an

untersuchten Hirngewebe ab (Abbildung 3.2-12A). Dass diese Abnahme mit der PrP-
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Menge korreliert, wird in der Western-Blot-Analyse bestitigt (Abbildung 3.2-12B).
Wenn der Capture mit PrPSc abgesattigt gewesen ware, hitten die Fluoreszenzsumme in
den ersten Verdliinnungsschritten konstant bleiben miissen. Das Hintergrundsignal fallt
nur leicht bei der ersten Verdiinnung ab und entsteht demnach nicht ausschliefdlich
durch das Anhaften von Verunreinigungen aus dem Hirngewebe.

Nach der Inkubation der sC]D-Proben wurden diese Targetsuspension nicht
verworfen, sondern mittels Western-Blot analysiert (Abbildung 3.2-12C). Hieraus geht

hervor, dass nur ein geringer Anteil des PrP¢P nicht gebunden wurde.
3.2.5.5 Sedimentation der PrPYP-Partikel mittels Zentrifugation

Da nach der Inkubation des Targets ein Teil des eingesetzten PrPCP nicht gebunden
wurde (Vergl. Kapitel 3.2.5.4), wurde untersucht, ob es moglich ist, dem
entgegenzuwirken. Mit dem Ziel das PrPYP zu sedimentieren, wurde ein
Zentrifugationsschritt wahrend der Inkubation des Targets eingefithrt. Um die
verschiedenen Inkubationsbedingungen vergleichen zu koénnen, wurden zwei
Microtiterplatten fiir die Immobilisierung zwei verschiedener sCJD-positiver und zwei
sCJD-negativer Proben verwendet. Dabei wurde eine Microtiterplatte wahrend der
Inkubation des Targets fiir 1 h bei ca. 1.300 x g zentrifugiert, wahrenddessen die
Inkubation des Targets auf der anderen Platte fiir 2 h bei RT standardmaéafiig ohne

Zentrifugation erfolgte.
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Abbildung 3.2-13 Sedimentation des Targets mittels Zentrifugation
Surface-FIDA zwei verschiedener sC]D-positive und sC]D-negative Proben. Verglichen wurde die
Targetinkubation ohne und mit Zentrifugationsschritt. Die Zentrifugation erfolgte bei 1.300 x g fiir 1 h.
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Im Vergleich zu den Fluoreszenzsummen der sC]JD-positiven Proben, die 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert wurden, ist ein signifikanter Anstieg in den sCJD-postiven
Proben, die zentrifugiert wurden zu verzeichnen. Die Fluoreszenzintensititen der
Negativkontrollen N1 un N3 hingegen verandern sich nicht. Somit konnte durch den
Zentrifugationsschritt wahrend der Inkubation des Targets, PrP¢P-Aggregate
konzentriert und gebunden werden. Infolgedessen wurde das Protokoll zur
Immobilisierug von Prion-Proteinaggregaten um einen Zentrifugationsschritt fiir 1 h bei

1.300 x g wahrend der Targetinkubation erweitert.
3.2.5.6 Einfiihrung stringenter Waschschritte

Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergenz mit denaturierenden
Eigenschaften. Es erhoht die Loslichkeit von PrP (Post et al 1998). In diesem
Versuchsteil wurde SDS getestet, ob SDS im Waschpuffer, die Hintergrundsignale
reduzieren kann. Aufgrund der Verwendung des PEG-Spacers wird der Capture kovalent
an die Glasoberflache gebunden und somit die Einfithrung harscher Waschschritte mit
z.B. SDS ermdoglicht. So wurden nach der Inkubation des Targets den sechs
Waschschritten mit PBST und fiinf Waschschritten mit PBS sechs weitere Waschschritte
mit 0,2 % SDS in PBS eingefiigt. Dazu wurde eine sCJD-positive Probe und eine sC]JD-
negative Probe einmal ohne SDS und mit SDS nach der Inkubation auf der Capture-

modifizierten Glasoberfliche behandelt.
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Abbildung 3.2-14 Waschschritte mit SDS nach Targetinkubation
Surface-FIDA einer sCJD-positiven Probe (P3) und einer sC]JD-negativen Probe (N6). Erweiterung der
Waschschritte nach der Inkubation des Targets um sechs Waschschritte mit 0,2 % SDS in PBS.
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Nach der Analyse der Proben P3 und N6 mittels Surface-FIDA ist es nicht mdéglich die
Fluoreszenzsummen beider Proben ohne die Waschschritte mit SDS zu unterscheiden.
In diesem Experiment wurde die Targteinkubation noch nicht mit einem
Zentrifugationsschritt kombiniert, was die Unterscheidbarkeit der Proben deutlich
herabsetzt. Hingegen durch die Einfiihrung der Waschschritte mit 0,2 % SDS nach der
Targetinkubation konnte eine signifikante Unterscheidung zwischen der sCJD-positiven
Probe P3 und Negativkontrolle N6 erfolgen. Somit wurden die Waschschritte nach der
Targetinkubation fiir alle weiteren Untersuchungen um sechs Waschschritte mit 0,2 %
SDS erweitert. Die Erhohung des Signals in der positiv-Probe, welche mit SDS
gewaschen wurde, konnte damit zu erkldren sein, dass SDS die PrP¢P-Aggregate leicht
denaturiert (Post et al 1998) und somit die Zuganglichkeit fiir die Bindung der

Detektionsantikorper erhoht.

Alle zuvor beschriebenen Entwicklungen und Evaluierungen fiihrten zu dem in
Abbildung 3.2-15 zusammengefassten Protokoll zum Nachweis einzelner Prion-

Proteinaggregate.
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/1. Reinigung der Glasoberfliche \
e 15 min NaOH (5M)
e 3xHO
e 15 min HCl (1M)
e 3xH0

* mit EtOH spllen und mit N3 trocknen
2. Glas-Aktivierung (Aminogruppen)
e 20 pl Ethanolamin (5,6 M)/Well Inkubation: UN Tag 1

* 4xDMSO
e mit EtOH spiilen und mit N3 trocknen

3. Bindung des PEG-Spacer

e 50 mM PEG in DMSO + 2 % (v/v) TriEthylAmin (TEA)
e [nkubation: mind. 1 h
¢ 5xH0

4. PEG-Aktivierung

¢ NHS/EDC(je 50mM) in MES
e [nkubation: 30 min—max.1h
e zlgig 3 x MES

5. Zugabe des Capture-Antikorpers Saf32

¢ Capture: 100 ng/ul in PBS
e [nkubation: mind. 1h
e 4xPBS

6. Blockschritt
e 3% (w/v) BSA, 30 mM TEA
 Inkubation: 1h (optional UN)
e mind. 4 x PBST + 3x PBS

7. Targetinkubation
e 20 ul NaPTA-Pellet

* Inkubation: 2 h bei RT oder optional: Zentrifugation bei ca. 1.300 x g
¢ 6x0.2% SDS in PBS + 6 x PBST + 5 x PBS

8. Detektion

¢ ca. 1ng/ul Alexa Fluor 488 markierter Saf32 (1,5% BSA)
e Inkubation: ca. 2h
e 6 xPBST+5xPBS Tag 2

\C

Abbildung 3.2-15 Protokoll zur Immobilisierung und Detektion von Prion-Proteinaggregaten
Endversion des Protokolls zur Immobilisierung und Nachweis von Prion-Proteinaggregaten, gereinigt aus
Hirnproben. Alle vorher beschriebenen Optimierungen sind in rot dargestellt.
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3.2.6 Optimierung der Detektion von PrPcD

Im Folgenden wird der Detektionsschritt des diagnostischen Ansatzes zum
Einzelpartikelnachweis von Prion-Proteinaggregaten analysiert. Eine zweite
Detektionssonde sollte evaluiert werden, um die Detektion mittels zwei verschiedener
fluoreszenzmarkierter Antikdrper zu erméglichen. Als ein Detektionsantikorper wurde
Saf32, der sich wahrend der vorherigen Optimierungen im Hinblick auf den Nachweis

von Prion-Proteinaggregaten bewahrt hatte, eingesetzt.
3.2.6.1 Ermittlung eines zweiten Detektionsantikorpers

Um die Spezifitit im Hinblick auf die Detektion von Prion-Proteinaggregaten zu
erhohen, sollte ein weiterer Detektionsantikorper eingesetzt werden. Nur Partikel, an
welche beide Antikérper binden, sollten so durch Kolokalisationsanalysen in die
Auswertung eingehen. Um eine zweite Sonde zu evaluieren, wurden je zwei
verschiedene sC]JD-positive und sCJD-negative Proben wie zuvor beschrieben
immobilisiert (Vergl. Abbildung 3.2-15). Mehrere Prion-Protein-spezifische Antikérper
wurden mit Alexa Fluor 633 markiert. Dazu gehorten Pri308, Saf61, Pri917 und 12F10
(siehe auch Tabelle 2.14-1). Zur Kontrolle wurde ein Antikdrper eingesetzt, der keine
Prion-Protein-Spezifitit besitzt (Vergl. Kapitel 3.2.1.3). Die Konzentration der
Antikorper wurde auf 1 ng/pl eingestellt, 1,5 % BSA zugegeben und anschliefdend 1 h
bei 100.000 x g zentrifugiert. 10 pl des Uberstandes wurden fiir 1 h in dem jeweiligen
Well inkubiert. Danach folgten sechs Waschschritte mit PBST und fiinf mit PBS.
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Abbildung 3.2-16 Test verschiedener fluoreszenzmarkierter Antikorper als Sonden
Analyse zwei verschiedener sCJD-positiver (P3, P4) und sC]D-negativer Proben (N3, N4) mittels Surface-
FIDA. Verglichen wurden fiinf verschiedene Alexa Fluor 633-markierter Sonden: die Anti-PrP Antikdrper
Pri308, Saf61, Pri917 und 12F10 sowie ein nicht-PrP-spezifischer IgG. Aufsummiert wurden alle
Fluoreszenzintensitaten im Kanal 633 iiber einem Cutoff von 250.

Mittels den verwendeten Antikorpern Pri308 und Saf61, sowie des nicht-PrP-
spezifischen IgGs, ist es nicht moéglich die sCJD-positiven von den sC]D-negativen Proben
zu unterscheiden (Abbildung 3.2-16). Mit Pri917 kann die sC]D-positive Probe P4 von
beiden sC]JD-negativen Proben unterschieden werden. Jedoch tritt ein hohes
Hintergrundsignal in den sCJD-negativen Proben auf, so dass es nicht moglich ist, die
sCJD-positive Probe P3 von beiden sC]D-negativen Proben zu unterscheiden. Mit 12F10
konnen beide sC]JD-positiven Proben eindeutig von den sCJD-negativen Proben
unterschieden werden. 12F10 erkennt das Prion-Protein an der Aminosauresequenz
142 - 179. Saf32, der als Capture und eine Sonde weiterhin eingesetzt wird, erkennt das
Prion-Protein am N-Terminus (PrP-Epitop: 59 - 89). Somit wurde 12F10 als zweite

Detektionssonde fiir den Nachweis der Prion-Proteinaggregate gewahlt.

3.2.6.2 Nachweis von Prion-Proteinaggregaten mittels zwei Detektionssonden in

Abhidngigkeit von den Konzentrationsverhaltnissen der Sonden

Saf32 liefert ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis beim Nachweis von Prion-Protein-
Aggregaten als der 12F10. Um zu evaluieren, ob Saf32 ggf. die Prion-Protein-Aggregate
absattigt und damit 12F10 an einer Bindung hintert, wurde die Bindung des 12F10 an
Prion-Proteinaggregate in Abhangigkeit von der Konzentration des Saf32 untersucht.

Dazu wurden eine sCJD-positive Probe und eine sC]JD-negative Probe mittels Surface-
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FIDA immobilisiert und mit einem Gemisch aus beiden Detektionssonden analysiert.
Vier verschiedene Mischungsverhaltnisse von Saf32 und 12F10 wurden untersucht.
Saf32 wurde in den Konzentrationen 1; 0,33; 0,11 und 0,04 ng/ul bei einer konstanten
Konzentration von 12F10 von 2 ng/ul eingesetzt und verglichen. Auch hier wurden die
Antikorperlosungen einer Ultrazentrifugation bei 100.000 x g unterzogen und 20 pl des

Uberstandes pro Well eingesetzt.
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Abbildung 3.2-17 Detektion von Prion-Proteinaggregaten mittels Saf32 und 12F10
Surface-FIDA einer sC]D-positiven und einer sCJD-negativen Probe mittels Alexa Fluor 488 markiertem
Saf32 und Alexa Fluor 633 markiertem 12F10, welche in verschiedenen Konzentrationsverhiltnissen
eingesetzt wurden. Konzentration 12F10: 2ng/pl, Konzentration Saf32 in der Abb. vermerkt. [A] Alle
Fluoreszenzintensititen des 488-Kanals, iiber einem Cutoff von 250 wurden aufsummiert. [B]
Verhaltnisse der aufsummierten Fluoreszenzintensititen der sCJD-positiven und sC]D-negativen Probe
aus A [C] Alle Fluoreszenzintensitaten des 633-Kanals {iber einem Cutoff von 250 wurden aufsummiert.

[D] Verhaltnisse der aufsummierten Fluoreszenzintensititen der sC]JD-positiven und sC]D-negativen
Probe aus C.

In der Intensititenauswertung in Abbildung 3.2-17A ist eine proportionale Abnahme
der Fluoreszenzsummen mit der Konzentration an eingesetztem 488-
fluoreszenzmarkierten Saf32 in der sCJD-positiven Probe zu erkennen. Das Verhaltnis
der Fluoreszenzsummen der sCJD-positiven zur sCJD-negativen Probe fallt erst bei der
Verwendung von 0,04 ng/ul ab (Abbildung 3.2-17B). Durch den Einsatz von geringeren

Konzentrationen an Detektionsantikérpern kann das negative Hintergrundsignal
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minimiert werden. Die Fluoreszenzsummen des 12F10 in den sC]D-positiven Proben
zeigen keinen Anstieg in Abhangigkeit von geringeren Konzentrationen an Saf32

(Abbildung 3.2-17C). Dies wird durch die konstanten Verhaltnisse der jeweiligen

Fluoreszenzsummen von P1 zu N1 deutlich.

3.2.6.3 Serielle Inkubation der Sonden

Bei der parallelen Verwendung von Saf32 und 12F10 als Sonden, zeigt Saf32 hohere
Signale bei der Detektion der Prion-Proteinaggregate als 12F10. Nachdem die Bindung
des 12F10 an Prion-Proteinaggregate keine Abhangigkeit von der Saf32-Konzentration
zeigte, erfolgte eine serielle Zugabe der Sonden. Nach der Immobilisierung zwei
verschiedener sCJD-positiver und nicht sCJD-positiver Proben erfolgte die Zugabe von
Saf32 und 12F10 zum Einen parallel und zum Anderen nacheinander (seriell). Im Fall
der seriellen Inkubation, wurde die Probe zunachst fiir 45 min mit 12F10 inkubiert und
dann Saf32 zugegeben und fiir weitere 45 min inkubiert. Alexa Fluor 488 markierter

Saf32 wurde mit 0,5 ng/pl und Alexa Fluor 633 markierter 12F10 wurde mit 2 ng/ul

eingesetzt.
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Abbildung 3.2-18 Parallele und serielle Inkubation der Sonden
Surface-FIDA einer sC]D-positiven und einer sC]D-negativen Probe mittels Alexa Fluor 488 markiertem
Saf32 und Alexa Fluor 633 markiertem 12F10. [A] Alle Fluoreszenzintensititen des 488-Kanals iiber

einem Cutoff von 250 wurden aufsummiert. [B] Alle Fluoreszenzintensititen des 633-Kanals iiber einem
Cutoff von 250 wurden aufsummiert.

Bei dem Vergleich der parallelen und seriellen Inkubation des Sonden in Bezug auf die
Bindung des Saf32 (Abbildung 3.2-18A), ist eine Abnahme der Fluoreszenzsumme von
der sC]D-positiven Probe P1 und eine Zunahme der Probe P4 zu verzeichnen. Aufderdem
nimmt das Hintergrundsignal in beiden Negativkontrollen bei der seriellen Inkubation
der Sonden etwas ab. Die Fluoreszenzsummen aus Kanal 633 beider sCJD-positiver

Proben steigen an (Abbildung 3.2-18B). Daraus ldsst sich schliefien, dass durch
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verldangerte Inkubation der Sonde 12F10 im Gegensatz zu Saf32 eine vermehrte Bindung
des 12F10 an Prion-Proteinaggregate erfolgen konnte. Aus diesem Grund erfolgte die
Zugabe der Detektionsantikorper Saf32 und 12F10 im Folgenden seriell.

Mit der Analyse der Sondenzugabe und -inkubation, wurde die Optimierung des
diagnostischen Ansatzes Surface-FIDA in Bezug auf die Immobilisierung und die

Detektion von Prion-Proteinaggregaten aus Hirnproben abgeschlossen.

3.3 Detektion von PrPd? in Hirngewebe

Um zu Uberpriifen, ob mit dem neu etablierten Protokoll (Abbildung 3.2-15) PrpPcP
gereinigt aus Hirnproben nachgewiesen werden kann, folgte die parallele Untersuchung
von sechs verschiedenen sCJD-positiven und fiinf verschiedenen sC]D-negativen Proben
nach diesem Protokoll. Bei der Messung wurden, je 4 Bilder (200 x 200 Pixel) mit einer
Ausdehnung von 350 x 350 nm und einer Pixeltime auf 400 ps gemessen. Alle
Fluoreszenzintensititen iiber einem Cutoff von 250 wurden nach einer
Kolokalisationsanalyse der Bilder aufsummiert. Damit wurden nur die Signale gewertet,
die von beiden Sonden dem Saf32 und dem 12F10 detektiert wurden.

Die Detektion mit Saf32 und 12F10 erlaubt eine eindeutige Unterscheidung aller
sC]D-positiven von den sCJD-negativen Proben (Abbildung 3.3-1A). Die exemplarisch
gezeigten Bilddaten der Proben P2, P3, P6 und N3, N4, N5 (Abbildung 3.3-1B) zeigen die
Detektion von einzelnen Prion-Partikeln in den sC]JD-positiven Proben. Damit konnte
gezeigt werden, dass es moglich ist, mittels der Anwendung des etablierten Protokolls
(Abbildung 3.2-15) einzelne PrPAP - Aggregate aus humanen Hirnproben zu
detektieren. Somit konnte eine molekulare Diagnostik erfolgreich fiir CJD etabliert
werden. Auffillig sind die Variationen in den Fluoreszenzsummen der sCJD-positiven
Proben. Diese lassen darauf schlief3en, dass die Anzahl der Prion-Proteinaggregaten in

den Hirnproben enorm variiert.
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Abbildung 3.3-1 Detektion von PrPYP in Hirnproben
[A]Surface-FIDA von sechs verschiedenen sC]D-positiven und fiinf sC]D-negativen Proben, wobei Saf32 als
Capture und Sonde 1 eingesetzt wurde. Als Sonde 2 wurde 12F10 eingesetzt. Alle kolokalisierten
Fluoreszenzintensitaten iiber einem Cutoff von 250 wurden aufsummiert. [B] Bilddaten der mittels
Surface-FIDA analysierten Proben P2, P3, P6 and N3, N4, N5 resultierend aus der Bindung des Saf32 und
des 12F10.

3.3.1 Sensitivititsbestimmungen

Nachdem der Nachweis von Prion-Proteinaggregaten gereinigt aus humanem
Hirngewebe mittels des fiir C]D-Proben etablierten und optimierten Protokolls von
Surface-FIDA gezeigt werden konnte, wurden Untersuchungen im Hinblick auf die
Sensitivitat durchgefiihrt.

In einem ersten Schritt erfolgte eine Sensitivitdtsbestimmung von rekombinaten
huPrP-Aggregaten (Vergl. Kapitel 2.7). Die Aggregate wurden mit PBS verdiinnt und
mittels Surface-FIDA analysiert. Da eine Quantifizierung der eingesetzten PrP-
Aggregatmenge schwierig war, wurden die eingesetzten PrP-Mengen mittels einer
Eichreihe von rek huPrP mit bekannter Konzentration bestimmt. Sowohl das rek huPrP
und die rek huPrP-Aggregate wurden mit Hilfe eines Dot-Blots direkt auf eine PVDF-
Membran transferriert und mit dem anti-PrP Antikorper 3F4 nachgewiesen (Abbildung

1.2-1A). Somit konnte die Menge an aggregiertem rek huPrP bestimmt werden. Hu
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rekPrP-Aggregate von 2.000 bis 20 pg und PBS als Kontrolle wurden mittels Surface-
FIDA analysiert (Abbildung 1.2-1B). Als Capture wurde Saf32 und als Sonde 12F10

Neben der

eingesetzt. wurden die

Intensitatenauswertung gemessenen
Fluoreszenzintensitiaten auch mittels der Multiparameteranalyse ausgewertet. Dabei
wurden alle Partikel in Abhingigkeit von einer Partikelgréfle von 1 bis 40 Pixeln
ausgewertet (Abbildung 3.3-2C). Mit Surface-FIDA ist es moglich 63 pg an rek huPrP-
Aggregaten nachzuweisen. Aufgrund der Multiparameteranalyse kann riickgeschlossen
werden, dass Antikorper alleine Signale bis zu Partikelgréfien tiber 25 Pixel hervorrufen

konnen.
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Abbildung 3.3-2 Nachweis von rek huPrP
[A] Dot-Blot-Analyse von rek huPrP zur Mengenabschitzung von aggregiertem rek huPrP. [B] Surface-
FIDA von aggregiertem rek huPrP mit Saf32 als Capture und 12F10 als Sonde. In der
Intensitidtenauswertung wurden alle Fluoreszenzintensitaten iiber einem Cutoff von 100 aufsummiert.
Dabei wurden Bilder mit einer Ausdehnung von 335 x 335 nm und einer Pixeltime von 200 ps
aufgenommen. [C] Multiparametanalyse der Fluoreszenzintensititen liber einem Cutoff von 100 in
Abhangigkeit von der Partikelgrofe.

In einem zweiten Ansatz wurde untersucht inwiefern Pathogen-assoziiertes PrpP¢P

verdiinnt in sCJD-negativen Material mittels Surface-FIDA detektierbar ist. Dazu wurde
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das NaPTA-prezipitierte Pellet einer sCJD-positiven Probe in gleichbehandeltem NaPTA-
Pellet einer sCJD-negativen Probe verdiinnt. Alle Verdiinnungen, die 4.000 bis 40 pg an
sCJD-positiven Hirngewebe entsprachen wurden mittels Surface-FIDA analysiert. Dabei
wurden alle Proben auf 4.000 pgA mit der sCJD-negativen Probe eingestellt. Zur
Kontrolle wurden 4.000 ugA der sCJD-negativen Probe analysiert (Abbildung 3.3-3). Als
Capture und Sonde wurde Saf32 und als zweite Sonde 12F10 eingesetzt.

Aus der Intensititenauswertung (Abbildung 3.3-3A) geht hervor, dass 130 pgA
der sCJD-positiven Probe verdiinnt in der sCJD-negativen Probe von der sCJD-negativen
Probe unterschieden werden. PrPAP ist demnach auch noch stark verdiinnt in gesundem
Hirngewebe nachweisbar. Aus der Multiparameteranalyse ldsst sich ableiten, dass die
Fluoreszenzintensititen proportional zur Partikelgréfien steigt (Abbildung 3.3-3B). Dies

zeigt, dass die Aggregate gleichmaf3ig von Antikérpern gebunden werden.
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Abbildung 3.3-3 Nachweis von PrP9P verdiinnt in sC]JD-negativen Hirngewebe
Surface-FIDA von einer sC]D-positiven Probe (P1) verdiinnt in einer sC]D-negativen Probe (N1). [A] In der
Intensitdtenauswertung wurden alle kolokalisierten Fluoreszenzintensititen iiber einem Cutoff von 250
aufsummiert. Auch hier wurden 4 Bilder mit einer Ausdehnung von 335 x 335 nm und einer Pixeltime von
200 ps aufgenommen. [B] Multiparametanalyse der kolokalisierten Fluoreszenzintensititen iiber einem
Cutoff von 250 in Abhangigkeit von der Partikelgrofle.
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4 DISKUSSION

4.1 Notwendigkeit einer frithzeitigen Diagnose von

humanen Prionkrankheiten

Die historische Entwicklung der Erforschung der Prionkrankheiten hat gezeigt, dass
Menschen schon seit langer Zeit in Kontakt mit domestizierten Tieren stehen, die an
Prionkrankheiten erkranken koénnen (Vergl. Kapitel 1.2). Doch seit der ersten
Beschreibung von Scrapie beim Schaf im 18. Jahrhundert, sind bisher keine ersichtlichen
Probleme fiir den Menschen beziiglich dieser Form der Prionkrankheiten beschrieben
worden. Erst durch das vermehrte Auftreten der BSE bei Rindern und der damit
verbundenen BSE-Krise in 1990ern stieg das offentliche Interesse an der Krankheit
enorm. Inzwischen gilt es als belegt, dass durch den Verzehr von BSE kontaminierten
Nahrungsmitteln BSE auf den Menschen tibertragen wurde und zu einer neuen Variante
der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vC]JD) fiihrte (Bruce et al. 1997; Brown et al. 2001). Da
die Zahlen der BSE-Fille und vC]D-Falle in Grofdbritannien riicklaufig sind (Ghani et al.
2003), ist nicht davon auszugehen, dass eine vC]D-Epedemie folgt. Alle bisher bekannten
Falle der vCJD betrafen Patienten, welche eine Homozygotie Methionin/Methionin an
Codon 129 des Prion-Proteins aufwiesen.

Neben der Ubertragung der Prionkrankheiten von Tier auf Mensch besteht auch
das Risiko der Ubertragung der vCJD oder gar CJD von Mensch zu Mensch. So wurde
mittlerweile von vier Fillen berichtet, in denen die Ubertragung der vCJD mit
Bluttransfusionen in Verbindung gebracht wurde (Llewelyn et al. 2004; Peden et al.
2004; Wroe et al. 2006; HealthProtectionAgency 2007). Der erste klinische Fall von
vC]D, der mit einer Bluttransfusion assoziiert wurde, wurde Ende 2003 identifiziert. Der
Patient verstarb 6 %2 Jahre nachdem er eine Bluttransfusion erhalten hatte, an vC]D. Eine
dieser Blutkonserven stammte von einem Spender, der ebenfalls 3 % Jahre nach der
Transfusion verstarb. Daraus folgt, dass der Erreger iliber mehrere Jahre im Blut
tiberdauern kann, ohne seine Infektiositit zu verlieren. Somit besteht das Risiko der

Ubertragung der CJD, da CJD eine lange asymptomatische Inkubationsphase aufweist.
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Der zweite Fall der Ubertragung des vC]JD-Erregers durch Blut, trat bei einem Patienten
auf, der heterozygot im PRNP-Gen an Codonposition 129 war. Der Patient ist zwar an
einer gerissenen Blutgefafierweiterung verstorben, aber es wurde resPrPsc in der Milz
detektiert. Damit ist die Ubertragbarkeit nicht auf eine Homozygotie auf dem Codon 129
im Prion-Gen begrenzt.

Fille der iatrogenen Ubertragung der CJD wurden bereits in den 1970er Jahren
beschrieben. So erfolgte die Ubertragung nach der Transplantation der Augenhornhaut
(Cornea) (Duffy et al. 1974) oder harter Hirnhaut (Dura mater) (Thadani et al. 1988),
sowie der Anwendung nicht ausreichend dekontaminierter stereotaktischer Elektroden
(Bernoulli et al. 1977). Die meisten Falle der iC]D sind durch die Verabreichung von
Sexualhormonen (Lazarus 1985; Cochius et al. 1990) und Wachstumshormonen (Brown
et al. 1985; Gibbs et al. 1985; Koch et al. 1985; Lazarus 1985; Fradkin et al. 1991)
bekannt, die zu dieser Zeit noch aus Hypophysen von Leichen gewonnen wurden.

Im Moment gibt es keine Moglichkeit humane Prionkrankheiten vor der
symptomatischen Phase und damit frithzeitig zu diagnostizieren. Aufgrund der langen
prasymptomatischen Phase der CJD, besteht die Gefahr der weiteren iatrogenen
Verbreitung der Krankheit. Eine friihzeitige Diagnose ist auch im Hinblick auf eine
effektive Behandlung von C]D-Patienten sehr wichtig. So ware es moglich mit einer
Therapie vor dem Auftreten von Kklinischen Symptomen und damit vor der irreversiblen
Zerstorung von Nervenzellen, zu beginnen. Die Wirkung einer frithen Therapie konnte
mit Untersuchungen mit Tiermodellen belegt werden. Dabei konnte durch den Einsatz
verschiedener Therapeutica der Ausbruch der Krankheit verzogert werden. Wurde die
Behandlung jedoch im klinischen Stadium gestartet, konnte kein positiver Effekt erzielt
werden (Aguzzi et al. 2001; Dormont 2003; Rossi et al. 2003). Da es bisher keine
Therapie fiir CJD gibt, ergeben sich mit einer verfligbaren Diagnose dieser lethalen
Krankheit ethische Bedenken. Aber mit einer praklinischen Diagnose, wiren die im
Tiermodell belegten Therapieansitze eventuell auch auf den Menschen tbertragbar.
Bereiche, die von einer friihzeitigen Diagnose der Prionkrankheiten profitieren wiirden,

sind in Abbildung 4.1-1 zusammgefasst.
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Abbildung 4.1-1 Bereiche, die von einer friihzeitigen Diganose der TSE profitieren
Mit einer Methode zur friizeitigen Diagnose von Prionkrankheiten wiirde die Sicherheit von Blutbanken,
Plasmaprodukten und Medikamenten, die aus humanen Gewebematerial gewonnen werden, erhdhen.
Auflerdem ware der chirurgische Umgang mit Nervengewebe (z. B. in der Hirnchirurgie und die
Benutzung von Gehirnelektroden) und Organtransplantationen sicherer. Letztendlich konnten mit einer
Diagnose auch Therapieansitze frither angewandt, verbessert und damit eventuell beim Menschen
angewandt werden.

Die chronisch zehrende Krankheit (CWD), ist eine Prionkrankheit, die bei verschiedenen
Hirscharten auftritt. Die CWD gewinnt, durch ihr vermehrtes Auftreten in Nordamerika
immer mehr an oOffentlicher Aufmerksamkeit. In einer aktuellen Studie wurde
Infektiositdt in den Exkrementen von prasymptomatischen CWD-infizierten Hirschen
gefunden (Tamguney et al. 2009), was die weite Verbreitung unter den freilaufenden
Hirschen in Nordamerika erkldaren konnte. Wie hoch hierbei das tatsachliche Risiko fiir
den Endverbraucher von Wildfleisch ist, ist derzeit noch unklar (Belay et al. 2004), wenn
auch mittlerweile krankheits-assoziiertes PrP im Fleisch infizierter Hirsche

nachgewiesen werden konnte (Angers et al. 2006).
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4.2 Anforderungen an eine Methode zur frithzeit-

igen Diagnose von humanen Prionkrankheiten

Seitdem bekannt ist, dass vC]JD durch Bluttransfusionen iibertragbar ist, ist die
Notwendigkeit einer friithzeitigen Diagnose von humanen Prionkrankheiten gestiegen.
Zur Zeit stellen Infektionsstudien im Tiermodell (Bioassays) die sensitivste und
spezifischste Methode dar, um Prionkranheiten zu diagnostizieren (Grassi et al. 2008).
Allerdings ist diese Methode zeitintensiv und kann aufgrund der Tierversuche nicht
routinemaflig eingesetzt werden. Auch die Suche nach Surrogatmarkern wie dem 14-3-3
Protein (Vergl. Kapitel 1.5.1) hat sich als nicht ausreichend spezifisch fiir eine
frithzeitige Diagnose erwiesen (Wildemann et al. 2006). Eine Immunantwort bleibt bei
einer Infektion weitestgehend aus, da der Erreger keine koérperfremden Substanzen
aufweist, sondern zum Grofdteil aus der abnorm gefalteten Form eines korpereigenen
Proteins besteht. Die Replikation erfolgt durch die Umfaltung von hauptsachlich a-
helikalem PrPC¢ zu aggregiertem PrPsc mit (-Flatblatt dominierender Struktur. Da PrpPsc
der Hauptbestandteil des infektiosen Erregers ist, eignet sich der Nachweis des
Aggregationszustandes des PrPScs besonders als Marker fiir Prionkrankheiten. Es ist
bekannt, dass ein nicht unerheblicher Teil des Pathogen-assozierten PrP PK-sensitiv
(senPrPsc) ist (Tzaban et al. 2002; Safar et al. 2005; Birkmann et al. 2006). Deswegen ist
eine Diagnostik, die resPrPSc nachweist in ihrer Sensitivitats limitiert.

Ein Test sollte minimalinvasiv sein und somit auf Koperfliissigkeiten wie Blut
oder Urin anwendbar sein. Infektionsstudien haben gezeigt, dass Prionen in friithen
symptomlosen Stadien der Krankheit, wenn auch nur in geringen Mengen, im Blut zu
finden sind (Aguzzi 2000; Brown 2000). Die Konzentration an Infektiositét ist sehr viel
geringer als im ZNS. Es wird angenommen, dass die Konzentration an PrPSc im Blut in
einem Bereich von pg/ml liegt (Brown et al. 2001; Brown 2005). Im Hinblick auf das
Risiko einer Infektion mit vC]JD iiber eine Bluttransfusion ist ein Test mit hoher
Spezifitit und Sensitivitit notig, da eine sehr geringe Inzidenz der Krankheit
angenommen wird. Ein diagnostischer Test muss in der Lage sein alle Atiologien der CJD
zu erkennen. Da die sporadische Form der CJD (sCJD) mit 80 bis 90 % der Falle am
haufigsten auftritt, wurde zur Optimierung und Adaption von Surface-FIDA als
diagnostischer Ansatz flir humane Prionkrankheiten mit Hirngwebe von sCJD-Patienten

gearbeitet.
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4.3 Nachweis von Prion-Proteinaggregaten mittels

Surface-FIDA

Mit der Methode der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie ist es mdglich die
Wechselwirkung einzelner Molekiile zu analysieren. Der diagnostische Ansatz Surface-
FIDA, der in unserem Institut entwickelt wurde, basiert auf dem Messprinzip der
Fluoreszenz-Intensitats-Distributions-Analyse (FIDA). Mittels Surface-FIDA werden
Prion-Proteinaggregate auf der Glasoberflache einer Microtiterplatte immobilisiert und
durch zwei verschieden fluoreszenzmarkierte Sonden detektiert. Die Immobilisierung
der Prion-Proteinaggregate erfolgt durch einen Capture-Antikoérper, der vorher iliber
eine Pol-D-Lysin-Schicht adhdsiv mit der Glasoberfliche verkniipft wurde. Da nur
aggregiertes PrP und nicht PrP27-30 nachgewiesen wird, ist der Ansatz nicht auf die
Verwendung von Proteinasen angewiesen. Somit konnen mit Surface-FIDA beide
Formen an krankheits-assoziertem PrP, resPrPsc und senPrPs¢, nachgewiesen werden.
Der Gerateaufbau ermdoglicht es, die Glasoberfliche der Microtiterplatte systematisch
abzuscannen. Prion-Proteinaggregate konnen von mehreren fluoreszenzmarkierten
Sonden gebunden werden. Dies fiihrt zu hochfluoreszenten Peaks. Wahrend dieser
Arbeit wurde das FCS mit einer Imaging-Einheit erweitert. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte der Einzelaggregatnachweis als Imaging-Verfahren etabliert werden.

In dieser Arbeit wurden im Hinblick auf den Nachweis von Prion-Proteinaggregaten
mittels Surface-FIDA drei wesendliche Aspekte etabliert und weitere optimiert (s. auch

Abbildung 4.3-1):

1. Ersatz der adhdsiven Bindung des Capture-Antikorpers an die Glasoberflache der
Microtiterplatte durch eine kovalente Bindung

2. Optimierung der Praparation der CJD-Proben

3. Messung und Auswertung von Bilddaten

4. Prifung des diagnostischen Ansatzes fiir C]D unter Verwendung von humanem

Hirngewebe
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Abbildung 4.3-1 Modell: Surface-FIDA nach Optimierung

Der Capture-Antikérper wird kovalent liber einen PEG-Spacer an die Glasoberfliche der Microtiterplatte
gebunden. Daraus resultiert eine feste Capture-vermittelte Immobilisierung der Prion-Proteinaggregate.
Dabei ist auch die Praparation und Reinigung der Prion-Proteinaggregate optimiert. Die Detektion der
Prion-Proteinaggregate erfolgt mit fluoreszenzmarkierten Sonden. Die Erweiterung des FCS mit einer
Imaging-Einheit ermoglicht die Umwandlung der gemessenen Fluoreszenzintensitaten in Bilddaten. Die
detektierten Prion-Proteinaggregate erscheinen aufgrund der Mehrfachbindung der Sonden als helle
Partikel in den Bildern.

4.3.1 Verwendung eines PEG-Spacers zur Kkovalenten

Bindung des Capture mit der Glasoberflache

Die kovalente Bindung des Capture-Antikérpers an die Glasoberflaiche der
Microtiterplatte erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe eines PEG-Spacers mit einem
Molekulargewicht von 3.400 g/mol. Die Bindung des Antikdrpers ist so mit einem
gewissen Abstand zur Glasoberfliche moglich und verleiht dem Antikérper damit eine
Flexibilitdt, welche die Antigenerkennung durch die Ausrichtbarkeit des Antikorpers
erh6hen kann. Die Immobilisierung von Prion-Proteinaggregaten kénnte damit durch
die Bindung mehrerer Capture-Antikorper erfolgen. Ein weiterer Vorteil bei der
Verwendung von PEG als Spacer ist die Ausbildung einer hydrophilen Polymer-Schicht
auf der Glasoberflaiche, womit eine unspezifische Adsorption von Verunreinigungen
minimiert werden kann. Es ist bekannt dass, gerade durch unspezifische Bindungen von
Proteinen Immunoassays und Microassays in ihrer Sensitivitit begrenzt werden (Butler
2000; Kusnezow and Hoheisel 2003). Aufgrund dieser Vorteile und der grofden Variation
der moglichen chemischen Modifikation der Endgruppen des Polymers, gewinnt die
Verwendung von PEG bei der Funktionalisierung von Oberflichen immer mehr an

Bedeutung (Roberts et al. 2002).
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Mit der kovalenten Bindung von Biomolekiilen an Glasoberflaichen mittels NHS-PEG-
COOH von Janissen und Kollegen (2009) stand ein geeignetes Protokoll zur Verfligung,
um den Capture-Antikorper kovalent mit der Glasoberfliche der Microtiterplatte zu
verkniipfen (Abb. 4.2-2). Dabei ist der giinstigste Fall aufgezeigt, dass alle Capture-
Antikorper auf der Oberfliche ausgerichtet sind. Da fiir den diagnostischen Ansatz
384er Well-Microtiterplatten mit einem Polystyrolrahmen benutzt wurden, musste das
Protokoll angepasst werden. Zu den angepassten Schritten gehoérten zum Einen die
Reinigung der Glasoberfache mit weniger aggressiven Chemikalien und die Losung des

PEGs in DMSO anstatt in Chloroform (Vergl. Kapitel 3.1).

(4) Capture-Antikorper

(3) PEG-Spacer

(2) Silanisierung der
NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH,
OH OH OH OH OH OH

Glasoberflache
o 0-5i-0-S5i-0-5i-0-5i-0-5i-0-5i-0
(1) Glasoberflache SRR

Abbildung 4.3-2 Kovalente Bindung des Captureantikérpers an die Glasoberflidche
Mit der Reinigung der Glasoberflache werden Silanolgruppen des Borosilikatglases aktiviert. Danach wird
die Glasoberflache mittels einer Silanisierung mit Aminogruppen funktionalisiert. Die NHS-Gruppe des
PEGs bindet an die Aminogruppen der Glasoberfliache. Aufgrund der Aktivierung der endstdndigen COOH-
Gruppe des PEGs mit dem Crosslinker EDC wird der Capture-Antikdrper iiber eine Peptidbindung mit dem
Spacer verkniipft.

Die Anwendung der kovalenten Bindung des Captures sowie die Beschichtung der
Glasoberflache mit PEG zeigte, dass bei der Verwendung von hoheren Konzentrationen
an PEG in sC]D-negativen Proben das unspezifische Hintergrundsignal reduziert werden
konnte (s. Abbildung 3.2-4). Die Storsignale basieren hdchstwahrscheinlich auf einer
Eigenfluoreszenz der Verunreinigungen aus dem Hirngewebe (Henke 2005).

Da aber ein Anhaften von Verunreinigungen trotz der Oberflaichenbehandlung
mit PEG nicht komplett verhindert werden konnte, stellte sich die Frage, ob nicht auch
die Prion-Proteinaggregate unspezifisch an die Glasoberflache adharieren, anstatt iiber
den PrP-spezifischen Capture-Antikérper immobilisiert zu werden. Ein Vergleich einer
Capture-vermittelten mit einer nicht-Capture-vermittelten Bindung zeigte (s. Kapitel

3.2.4), dass Capture-vermittelt viermal mehr PrP¢P detektiert werden konnte als in der
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Probe, die ohne Capture inkubiert wurde. Daraus lasst sich schliefden, dass der grofte
Teil an PrPAD, in diesem Fall drei Viertel der Gesamtmenge an PrPCDP, spezifisch von dem
Capture gebunden und somit immobilisiert wurde. Da aber auch PrPYP unspezifisch an
der Oberflache haftet, ist davon auszugehen, dass auch Verunreinigungen aus dem
untersuchten Hirngewebe an der Glasoberflache adharieren.

Neben der Erhohung der Flexibilitat des Capture-Antikorpers stellt die kovalente
Bindung mittels eines Spacers vor allem eine feste Bindung des Antikdrpers mit der
Glasoberflache dar. Mit dem Ziel unspezifischen Hintergrund zu entfernen, konnten
somit stringentere Waschschritte eingefiihrt werden. Nach der Inkubation des Targets
wurden den Waschschritten mit PBST und PBS, 6 weitere Waschschritte mit 0,2 % SDS
vorangestellt (Vergl. Kap. 3.2.5.6). Erst durch die zusatzlichen Waschschritte mit SDS
konnten die sCJD-positiven Proben von den sCJD-negativen Proben unterschieden
werden. Aufgrund der leicht denaturierenden Eigenschaften von SDS koénnten so
unspezifisch gebunden Proteine oder auch monomeres PrPC besser entfernt worden
sein. Das erhohte Signal in der Positivprobe, welche mit SDS gewaschen wurde, kénnte
auf die leicht denaturierende Wirkung von SDS auf die PrP®P-Aggregate zuriickzufiihren
sein (Post et al. 1998), was die Zuganglichkeit fiir die Bindung der Detektionsantikdrper
erhoht.

4.3.2 Einzelpartikelnachweis (single particle counting)

Der diagnostische Ansatz Surface-FIDA beruht auf der Bindung von vielen
fluoreszenzmarkierten Sonden an Prion-Proteinaggregate, welche zu hochfluoreszenten
Signalen fiihrt und somit den Nachweis einzelner Partikel erlaubt. Durch die
Erweiterung des FCS mit einer Imaging-Einheit werden die detektierten
Fluoreszenzintensititen in Bilddaten tberfiihrt (s. Kapitel 3.2.1). Die Auswertung mit
dem Programm Image] (s. Kapitel 2.16.4) erlaubt es, nur die Fluoreszenzintensititen
liber einem bestimmten Cutoff aufzusummieren. Damit werden Hintergrundsignale, die
durch freien Fluoreszenzfarbstoff oder die Eigenfluoreszenz von Verunreinigungen
entstehen, nicht einbezogen. Somit ist es moglich mittels Surface-FIDA einzelne Partikel
zu quantifizieren (single particle counting). Surface-FIDA besitzt damit einen Vorteil
gegeniiber Auswertungen anderer Immunoassays, die das Integral iiber das gesamte
Signal einer Probe aufnehmen (siehe auch Abbildung 4.3-3), wobei spezifische

Einzelsignale nicht vom Hintergrundsignal unterschieden werden konnen. Durch die
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Aufnahme von Bilddaten gibt es die Moglichkeit eine weitere Information liber die
Grofde der Partikel in die Auswertung mit einzubeziehen. So lassen sich Partikel auch in
Abhéangigkeit von ihrer Grofde quantifizieren. Mit der Evaluation vieler Daten lassen sich
so moglicherweise in naherer Zukunft Partikel mit einer bestimmten Grofie fiir den

Nachweis von Prion-Proteinaggregaten spezifizieren.

Positiv Negativ

ELISA Auswertung:
I Z1

scanning scanning

Surface FIDA
I I Z1

S F——— ---- cutoff

scanning scanning
Abbildung 4.3-3 Vergleich der Auswertung von Inmunoassays
Schematische Darstellung der Auswertung von Surface-FIDA im Vergleich zu der Auswertung eines ELISA.
Mittels eines handelsiiblichen ELISA werden alle aufgenommenen Signale einer Probe zu einem Wert
integriert. Die Auswertung der Bilddaten von Surface-FIDA-Ansadtzen ermdéglicht das Quantifizieren von
einzelnen Partikeln, indem nur Signale iiber einem bestimmten Cutoff gewertet werden, was zu einem
besseren Signal-Rausch-Verhaltnis fithrt und damit sensitiver ist.

4.3.3 Optimierung von Prdparation und Nachweis von

Prpcp

Die optimierte und auf Imaging erweiterte Methode Surface-FIDA sollte auf die
Anwendung zur Diagnose von CJD adaptiert und evaluiert werden, um eine Basis fiir
eine molekulare Diagnostik zu schaffen. Zur Adaption der Methode wurde Hirngewebe
von sCJD-Patienten und von Patienten, die nicht an sCJD erkrankt waren, gearbeitet, da
bekannt ist, dass die Konzentration an PrPYP? im Hirngewebe am hdchsten ist. Jedoch

stellt die Verwendung von Hirngewebe besonders hohe Anspriiche an die Spezifitat des



88 Diskussion

Testsystems, da in Geweben eine Vielfalt an Faktoren vorliegt, welche
Hintergrundsignale verursachen kénnen.

Flr die Praparation des PrP%Ps aus humanen Hirnproben wurde das Hirngewebe
homogenisiert und mittels einer Proteinaggregat-spezifischen Fallung vorgereinigt
(Vergl. Kapitel 2.10). Phosphorwolframat bildet bei einem neutralem pH-Wert
Komplexe mit krankheits-assoziierten PrP-Oligomeren sowie PrP-Polymeren (Safar et
al. 1998). Mit Hilfe von moderaten Zentrifugationsschritten ldsst sich PrPSc so aus
Hirnhomogenat reinigen und kann mittels Surface-FIDA analysiert werden. Dabei
konnte auf die Verwendung von Proteinase K verzichtet werden, um nicht an
Sensitivitat zu verlieren (siehe auch Abbildung 4.3-4). Gerade bei PrPtP ist der grofite
Teil PK-sensitiv (Safar et al. 2005).

PrP¢ resPrp5c senPrp*°

PrPim
Ausgangsmaterial

. ; NaPTA-Fillung )
mit Proteinase K ohne Proteinase K

*

Abbildung 4.3-4 Vergleich der NaPTA-Fillung von PrPS¢ mit und ohne PK

/\

verbleibendes PrP
nach Aufreinigung

Detektion von PrP5¢ vor PrP¢ Hintergrund

PrPs¢ kann mit der NaPTA-Fallung aus Hirnhomogenat konzentriert werden. Dabei wird
aggregiertes PrPSc mehr oder weniger effektiv von monomeren PrP¢ getrennt. Der Anteil
des PrPCs, welches ebenfalls in der Pelletfraktion verbleibt variiert z.T. stark. In Kapitel
3.2.5.1 ist ein Fall gezeigt, in dem bei der NaPTA-Faillung von sC]JD-negativen
Hirnhomogenat ein grofder Anteil an PrP¢ pelletiert wurde (Abbildung 3.2-8). Eine
Ursache dafiir konnte eine zu lange Lagerungsdauer der NaPTA-Stocklosung gewesen
sein. Trotz allem wurde sowohl das NaPTA-Pellet der sCJD-positiven und der sC]D-
negativen Probe mittels Surface-FIDA analysiert. Dabei war es mdoglich die
Fluoreszenzsummen der sC]JD-Probe eindeutig von der sC]JD-negativen Probe zu

unterscheiden. Somit konnte die Detektion von monomeren PrP¢ als Hintergrundsignal
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ausgeschlossen werden. Dies zeigt, dass mit Surface-FIDA spezifisch PrPSc detektiert
werden kann, auch wenn ein grofier Anteil an PrP¢ in der zu untersuchenden Probe

vorhanden wire.

Erhéhung der Spezifitit durch Reduzierung des unspezifischen Hintergrundsignals
Die Spezifitit des Ansatzes kann durch eine Reduktion des Hintergrundsignals
verbessert werden. Unspezifischer Hintergrund lasst sich entweder dadurch reduzieren,
dass die Proben bereits einen hoheren Reinheitsgrad besitzen, so dass es nicht zu
unspezifischen Anhaften von Verunreinigungen kommen kann, oder durch stringente
Waschschritte. Beide Ansatze wurden verfolgt. Um einen héheren Reinigungseffekt zu
erreichen, wurde ein alternatives NaPTA-Fallungsprotokoll mit einer erhohten NaPTA-
Konzentration, mit zwei aufeinanderfolgenden Fallungsschritten und ohne MgCl,
herangezogen. Damit konnte das unspezische Hintergrundsignal in der sC]D-negativen,
deutlich reduziert werden (Abbildung 3.2-9)

Des Weiteren konnten mit der Anpassung der Targetinkubation
Hintergrundsignale deutlich reduziert werden (Vergl. Kap. 3.2.5.3). Standardmafdig
erfolgte die Inkubation des Targets UN (mindestens 15 h). Nach Verkiirzung der
Targetinkubation auf 2 h wurde das Verhaltnis der Fluoreszenzsummen der sCJD-
positiven Proben zu den sC]JD-negativen Proben deutlich verbessert. Moglicherweise
erfolgte durch die lange Inkubationsdauer UN ein vermehrtes Adhirieren unspezifischer

Proteine.

Konzentrierung der Prion-Proteinaggregate mittels Zentrifugation
Nach der Inkubation des Targets auf der Capture-modifizierten Oberflaiche wurde die
Losung abpipettiert und mittels Western-Blot analysiert (Vergl. Abbildung 3.2-12).
Dabei zeigte sich, dass ein Teil der PrP@P-Aggregate nicht immobilisiert wurden. Durch
eine Verdiinnungsreihe der sCJD-positven Probe konnte gezeigt werden, dass dies nicht
mit einer Absattigung der Capture-modifizierten Glasoberfliche mit PrP%P zu erklaren
ist (Vergl. Abbildung 3.2-12). Die Probengefdfie (Well) der Microtiterplatte sind sehr
schmal wodurch Molekiilbewegungen innerhalb der Wells sehr gering sind. Dies sprach
dafiir, dass nicht alle Prion-Proteinaggregate mit dem Capture in Beriihrung kommen
und somit nicht gebunden werden konnen.

Um mehr Prion-Proteinaggregate auf der Capture-modifizierten Oberflache

aufzukonzentrieren wurde ein Zentrifugationsschritt wahrend der Inkubation des
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Targets eingefithrt und mit der herkdmmlichen Inkubation ohne Zentrifugation
verglichen (s. Kapitel 3.2.5.5). Die Fluoreszenzsignale der sC]D-positiven Proben
konnten mit der Zentrifugation wahrend der Inkubation des Targets erh6ht werden.
Durch die seichte Zentrifugation bei 1.300 x g kommen die Prion-Proteinaggregate in
ndheren Kontakt mit der Capture-modifizierten Oberflache, so dass die Mdglichkeit der

Bindung besteht.

Detektion von Prion-Proteinaggregaten

Zur Erh6éhung der Spezifitit wurden mehrere Antikorper als Detektionsantikérper im
direkten Vergleich getestet. Saf32, der bereits als Capture eingesetzt wurde, liefert auch
als Detektionsantikoérper ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhaltnis. Saf32 erkennt das
Prion-Protein in der Oktarepeatregion des N-Terminus. Mittels Surface-FIDA ist es
moglich 2 verschiedene PrP-spezifische Antikérper als Sonden einzusetzen, um die
Spezifitat zu erhohen. So konnen mittels Kolokalisation der Fluoreszenzsignale, nur
solche gewertet werden, die in beiden Kandlen auftreten. Als zweiter
Detektionsantikorper wurde 12F10 gewahlt (Vergl. Kapitel 3.2.6.1), der das Prion-
Protein an der Aminosauresequenz 142 - 179 erkennt. Empirisch konnte ermittelt
werden, dass Saf32 ein besseres Signal-Rausch-Verhiltnis als der 12F10 liefert. Dies
konnte mit einer hoheren Affinitit zum Prion-Protein erklart werden, da der N-
Terminus des Prion-Proteins weitgehend unstrukturiert und damit relativ frei
zuganglich ist. Zudem besitzt das Prion-Protein aufgrund der Sequenzwiederholungen
(Oktarepeat) mehrere Bindestellen fiir Saf32. Um einer Absattigung der Prion-
Proteinaggregate mit Saf32 und damit einer moglichen Beeintrachtigung der 12F10-
Bindung entgegenzuwirken, erfolgte die Inkubation der beiden Detektionsantikérper

seriell (s. auch Kapitel 3.2.6.3).

4.3.4 Sensitivitaitsbestimmungen mit Surface-FIDA

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem optimierten Protokoll von Surface-FIDA 6
verschiedene sCJD-positive Proben von 5 verschiedenen sCJD-negativen Proben
eindeutig unterschieden werden konnten (siehe Kapitel 3.3). Dabei zeigte sich, dass die
Variationsbreite an detektierten Prion-Proteinaggregaten innerhalb der sCJD-positiven

Gruppe sehr grof3 ist.
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Um abzuschatzen in wie weit es moglich ist PrP5¢ in geringeren Konzentrationen mittels
Surface-FIDA zu detektieren, wurde in einem ersten Ansatz eine Verdiinnungsreihe von
rekombinanten humanen PrP (rek huPrP) mittels Surface-FIDA analysiert (Vergl. Kap.
3.3.1). Da der diagnostische Ansatz zum Nachweis von Prion-Proteinaggregaten dient,
wurde zur Sensitivitdtsbestimmung rek huPrP-Aggregate verwandt. Saf32 wurde dabei
als Capture und 12F10 als Sonde eingesetzt. Indem alle Fluoreszenzintensitiaten iiber
einem Cutoff von 100 aufsummiert wurden, konnten 60 pg an rek huPrP-Aggregaten
nachgewiesen werden. Aufierdem wurden mittels der Multiparameteranalyse alle
Partikel mit einer Grofde von 1 bis 40 Pixeln quantifiziert. Dabei ist davon auszugehen,
dass eine Partikelgrofie tiber 25 Pixel fiir rek huPrP-Aggregate unspezifisch ist. Durch
die Verifizierung spezifischer Partikelspezien konnte so die Sensitivitit von Surface-
FIDA noch erhéht werden. Ein weiterer Punkt bei der Betrachtung der Sensitivitdat von
Surface-FIDA, ist die Messflache. Bei der Messung der Ansdtze werden an je vier
Positionen des Wells der Microtiterplatte Flachen von 200 x 200 um aufgenommen. Da
die Glasoberflache eines Wells aber 9 mm? umfasst, wird im Moment nur etwa ein
Flinfzigstel der Gesamtfliche durch die vier aufgenommenen Flachen reprasentiert (s.

Abbildung 4.3-5).

B
Well der Microtiterplatte T Nachweis von PrP-
arget
Messung Gesamte Aggregaten
von: , Wellﬂac:I:e: sCJD-positives in2,5mg
[ Ml 02mm | 4x0,04 mm 9mm Hirngewebe Hirngewebe
(Standardmenge
fur Optimierung)
u rek huPrP 63
3 pg
sCID-positives
" Hirngewebe
Erfasste Fldche: verdiinnt in in 40 pg sCJD-
~1/50 sCJD-negativem  positiven Hirngwebe
3 mm Hirngewebe

Abbildung 4.3-5 Flachenerfassung bei einer Messung
[A] Wahrend der Messung der Surface-FIDA Ansitze wird die Glasoberfliche an vier verschiedenen
Positionen innerhalb eines Wells abgescannt. Die aufgenommenen Bilddaten umfassen jeweils eine Flache
von 0,04 mm? und reprasentieren damit nur etwa ein Fiinfzigstel der gesamten Wellflache. [B] Trotz der
Flachenerfassung von einem Fiinfzigstel der Gesamtflache ist es moglich 63 pg rek hu PrP-Aggregate und
Prion-Proteinaggregate in 40 pg Hirngewebe mittels Surface-FIDA zu detektieren.

Neben der Verdiinnungsreihe mit rek hu PrP wurde auch eine Verdiinnungsreihe einer
sCJD-positiven Probe mittels Surface-FIDA analysiert. Dazu wurde das NaPTA-Pellet der
sCJD-negativen Probe verwendet, um das gleichbehandelte NaPTA-Pellet der sCJD-

positiven Probe zu verdiinnen. Die sC]D-Probe wurde immer mit der sCJD-negativen
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Probe auf 4000 ugA erginzt. Zur Kontrolle wurden 4000 pgA der sCJD-negativen Probe
analysiert. 40 pgA des sCJD-positiven Hirngewebes reichten aus, um eine erhohte
Partikelzahl im Vergleich zur Negativkontrolle nachzuweisen, obwohl die Kontrolle
einen 100fachen Uberschuss an sCJD-negativen Hirngewebe enthilt.. Auch hier wurden
alle detektierten Partikel mittels ihrer Grofdenverteilung von 1 bis 50 Pixel verglichen
(Vergl. Abbildung 3.3-3). Dabei nimmt die Fluoreszenzintensitiat mit der Partikelgrofie

zu. Das zeigt, dass die Aggregate gleichmafiig mit Detektionssonden markiert sind.

4.4 Surface-FIDA als diagnostischer Ansatz zur

Diagnose humaner Prionkrankheiten

Zurzeit gibt es keine eindeutige molekulare ante mortem Diagnostik fiir die Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit beim Menschen. Folgende diagnostische Ansidtze haben Pathogen-
assoziiertes Prion-Protein in menschlichem Gewebe nachgewiesen. Mit dem CDI ist es
moglich sowohl senPrPS¢ und resPrPS¢ im Hirngewebe von C]JD-Erkrankten
nachzuweisen (Safar et al. 2005). Dieser Immunoassay beruht auf der Erkennung eines
Struktur-spezifischen Epitops, welches bei Denaturierung des PrPsc zuganglich wird. Die
Sensitivitat des CDI wird mit der von Bioassays verglichen. Erst kirzlich wurde eine
Studie veroffentlicht, in der in 107 verdiinntem Hirnhomogenat von vC]D-Patienten
resPrPsc detektiert wurde (Orru et al. 2009). Dieser Ansatz beruht auf einer keim-
induzierten Konversion von rek PrP. Die Méglichkeit der spontanen Konversion von rek
PrP limitiert die Spezifizitit dieses Ansatzes (Deleault et al. 2007). Des Weiteren
konnten mit der SIFT-Methode (scanning for intensely targets) PrPsc-Aggregate im CSF
einer CJD-Patienten-Gruppe detektiert werden (Bieschke et al. 2000). Die Sensitivitat
dieses Ansatzes betragt 20 %.

In dieser Arbeit konnte surface-FIDA methodisch dahingehend optimiert werden,
dass Prion-Proteinaggregate im Hirngewebe von sCJD-Patienten nachgewiesen wurden.
Es erfolgte eine Unterscheidung der sCJD-positiven Proben von einer sCJD-negativen
Kontrollgruppe mit 100 %iger Sensitivitat und Spezifitat. Im Hinblick auf die Sensitivitat
ist es moglich Prion-Proteinaggregate in 40 pg von sCJD-positiven Hirngewebe
nachzuweisen, wobei dieses in gleichbehandeltem sCJD-negativen Hirn verdiinnt wurde.

Surface-FIDA beruht darauf, den Aggregationszustand des Prion-Proteins

nachzuweisen und verzichtet dabei auf die Verwendung von Proteinasen, um nicht an
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Sensitivitat zu verlieren. Durch den moglichen Einsatz von drei verschiedenen
Antikorpern, einen als Capture und zwei als Sonden, ist eine hohe Spezifitdt erreichbar.
Die Spezifitit wurde in dieser Arbeit durch die kovalente Bindung des Capture-
Antikorpers, und der damit verbundenen Maoglichkeit stringente Waschschritte
einzufiihren, weiter erhoht. Eine Sensitivitidtserh6hung konnte durch die Einfiihrung
eines Zentrifugationsschrittes wahrend der Inkubation des Targtes erreicht werden. Die
Messungen wurden an einem benutzerspezifisch umgebauten FCS-Instrument
durchgefiihrt. Das Messprinzip basiert dabei auf konfokaler Mikroskopie und kann
somit auch auf ein handelsiibliches Laser Scanning Mikroskop libertragen werden.
Damit besitzt Surface-FIDA ein grofdes Potential als diagnostische Methode fiir
humane Prionkrankheiten eingesetzt zu werden. Die Vorteile des diagnostischen
Ansatzes Surface-FIDA im Hinblick auf Sensitivitat und Spezifitat, sowie die in dieser
Arbeit etablierten Entwicklungen sind in Tabelle 4.4-1 zusammengefasst dargestellt.

Weiterhin ist ein Ausblick auf das Potential des Ansatzes aufgezeigt.

Tabelle 4.4-1 Vorteile von Surface-FIDA im Hinblick auf Spezifitit und Sensitivitit

Spezifitat

Sensitivitat

Reinigung von PrPsc mittels
spezifischer NaPTA-Fallung
Nachweis des Aggregations-

Konzentrierung mittels NaPTA-
Fallung
Kein Verlust an Pathogen-

Methodischer zustandes von PrPse assoziierten Material durch
Ansatz Einsatz von drei PrP- Verzicht auf PK-Vorbehandlung

spezifischen Sonden moglich Einzelpartikelnachweis durch

(Capture und Auswertung

Detektionssonden)

Kovalente Bindung des

Captures erhoht Flexibilitat

und

i Sc.
Experimentelle Ermoglicht Einfiihrung Konzentrierung der PrP
: : Aggregate auf der
Verbesserungen stringenter Waschschritte )
. . - o 1 . Glasoberflache durch
dieser Arbeit Imaging und damit Moglichkeit . .
Zentrifugation

der Auswertung von

Partikelgréfie und Form als

Pathogen-Charakteristika
Potenzial Charakterisierung spezifischer Messung von mehr Fldachen

Partikel

moglich
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4.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Ansatz zum Nachweis einzelner PrPP-Aggregate
als molekulare Diagnostik von CJD entwickelt. Im Hinblick auf den Assay konnte die
Spezifitit durch den Einsatz von PrPSc-spezifischen Antikorpern oder Peptiden als
Sonden erhoht werden. Bisher wurde als Capture und Sonde derselbe Antikérper
eingesetzt, um die Detektion von PrP¢ auszuschliefden. Eine Sonde, die PrP¢P ebenso gut
oder sogar mit einer hoheren Affinitdt bindet als die eingesetzten Antikérper, konnten
im Zusammenhang mit der Kolokalisationsanalyse die Sensitivitit und Spezifitat
steigern. Bei der Verwendung von zwei Antikorpern als Sonden besteht die Gefahr, dass
die konservierte Region der Antikdrper an die gleichen Verunreinigung adhériert. Beide
eingesetzten Antikorper binden an ein lineares Epitop von PrP und binden somit sowohl
monomeres als auch aggregiertes PrP. Somit konnte die Spezifitit des Assays durch die
Anwendung einer Struktur-spezifischen anti-PrP Sonde verbessert werden.

Des Weiteren konnte die Sensitivitit des diagnostischen Ansatzes durch die
Kombination mit einem Amplifikationsschritt gesteigert werden. In unserem Institut
wurde ein Ansatz zur keiminduzierten Konversion von rek PrP entwickelt. Wenn es
moglich ware die spontane Konversion von rek PrP auszuschliefien, kénnten so
minimale Mengen amplifiziert und mittels Surface-FIDA detektiert werden. Da auch
Surface-FIDA sich durch eine hohe Sensitivitit auszeichnet wdren nur wenige
Amplifikationsschritte ausreichend, was eine de novo Konversionen minimieren kénnte.
Wahrend der Messung werden die detektierten Fluoreszenzintensitaten in Bilddaten
umgewandelt. Das hat den Vorteil, dass Informationen zur Partikelgrofie, -form und -
verteilung erhoben werden kénnen. Mittels der Multiparameteranalyse ist es moglich
die detektierten Partikel in Abhdngigkeit von ihrer Gréfie zu quantifizieren. Mit dieser
Auswertung und empirischen Messreihen koéonnten so spezifische Partikel
charakterisiert werden. Somit ware eine weitere Optimierung des diagnostischen
Ansatzes im Hinblick auf die Spezifitat moglich.

Beziiglich der Entwicklung von Surface-FIDA zu einer ante mortem Diagnose von
Prionkrankheiten muss die Ubertragung auf Korperfliissigkeiten, wie CSF oder Blut,
erfolgen, denn die Verwendung von Hirngewebe ist nicht praktikabel. Da die
angenommene Konzentration an Prion-Proteinaggregaten in Korperfliissigkeiten sehr
gering ist, sollte auch besonders Wert auf die Vorbehandlung der Koérperfliissigkeiten

gelegt werden, um gegebenenfalls Prion-Proteine aus einem grofderen Volumen
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aufzukonzentrieren und danach mittels Surface-FIDA analysieren zu koénnen. Zur
Abschitzung der Sensitivitdt sollte auf Proben prasymptomatischer Tiere geeigneter
Tiermodelle zuriickgegriffen werden, um zu bestimmen welches Krankheitsstadium

diagnostiziert werden kann.






5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) ist eine iibertraghare neurodegenerative
Krankheit. Der Erreger besteht hauptsachlich aus dem fehlgefalteten korpereigenen
Prion-Protein (PrPdP), welches in aggregierter Form vorliegt. Derzeit gibt es keine
molekulare Diagnostik fiir CJD, die in der Lage ist, den Erreger im prasymptomatischen
Stadium nachzuweisen. Die meisten Schnelltests zur Diagnose von Prionkrankheiten bei
Tieren beruhen auf der Proteinase K (PK)-Resistenz des Erregers. Seitdem bekannt ist,
dass der grofste Anteil des PrP¢P PK-sensitiv ist, sollte in Bezug auf Sensitivitit auf einen
Proteolyseschritt verzichtet werden.

Ziel dieser Arbeit war es eine molekulare Diagnostik fiir CJD zu entwickeln. Da sich
das zellulaire PrP (PrP¢) chemisch nicht von PrPYP unterscheidet, musste eine
krankheits-assoziierte Eigenschaft herangezogen werden. Der Aggregationszustand
wurde als diagnostischer Marker gewahlt. Zum Aggregatnachweis eignete sich die
Methode Surface-FIDA. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Surface-FIDA grundlegend
methodisch optimiert und im Hinblick auf eine molekulare Diagnostik fiir CJD
angewandt. Der Ansatz beinhaltet die Immobilisierung von Prion-Proteinaggregaten auf
einer Glasoberfliche. In einem ersten Optimierungsschritt wurde der Capture-
Antikorper mittels eines heterobifunktionellen Spacers kovalent an die Glasoberflache
einer Microtiterplatte gebunden. Nach der Reinigung von PrPAP aus Hirngewebe von
CJD-Patienten konnte so eine Capture-vermittelte Bindung von PrP¢P nachgewiesen
werden. Viele fluoreszenzmarkierte Sonden konnen an die PrPP-Aggregate binden,
woraus hochfluoreszente Partikel resultieren. Diese wurden mittels Laserscanning-
Mikroskopie visualisiert. Mit einer neu etablierten Auswertung der Bilddaten konnten
einzelne fluoreszente Partikel quantifiziert werden. Nach der systematischen
Optimierung des Protokolls zur Immobilisierung und Detektion von PrP¢P, konnten CJD-
positive Proben von C]D-negativen Proben mit 100-prozentiger Sensitivitit und
Spezifitat unterschieden werden. Erste Sensitivititsbesimmungen zeigen, dass 40 ug an
CJD-positiven Hirngewebe verdiinnt in CJD-negativem Hirngewebe ausreichten, um

PrP%D zu detektieren.






6 SUMMARY

Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) is a transmissible neurodegenerative disease. The
causative agent consists mainly of the host-encoded misfolded prion protein (PrP¢P)
and is present in form of insoluble aggregates. Currently, no molecular presymptomatic
diagnostic test for C]D is available, which is based on the detection of the pathogen itself
as unequivocal biomarker. Most rapid tests for diagnosis of prion diseases in animals are
based on the proteinase K (PK)-resistance of PrP¢P, Since it is known that most of the
PrPdb js PK-sensitive, a diagnostic assay, which does not rely on proteolysis is desirable.

The aim of this work was to develop a molecular diagnostic test for CJD. Because
the cellular PrP (PrP¢) does not differ chemically from PrP¢P, disease-associated
properties had to be drawn on. Therefore the aggregated state was chosen as a
diagnostic marker. For the detection of aggregates the method of surface-FIDA was
available. A part of this work was to optimize surface-FIDA in its methodology and to
adapt it as a diagnostic test for CJD. The surface-FIDA assay involves the immobilization
of prion protein aggregates on a glass surface. In a first optimization step the capture
antibody was bound covalently to the glass surface of a microplate by using a
heterobifunctional spacer. After precipitating PrP%P from brain tissue of CJD victims a
capture-mediated binding of PrP%P could be achieved. Multiple fluorescence labeled
probes can bind to the PrPYP aggregates resulting in highly fluorescent particles. These
particles were visualized by laser scanning microscopy. With a newly established image
analysis single particles could be quantified. After optimizing the protocol for the
immobilization and detection of PrPdP systematically, CJD-positive samples can be
distinguished from C]D-negative samples with 100% sensitivity and specificity.
Preliminary experiments concerning sensitivity show that 40 ng of CJD-positive brain

tissue diluted in CJD-negative brain tissue were sufficient to detect PrP¢P.






7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AB
BSA
BSE
CDI
CJD
iCJD
fC]D
sCJD
vC]D
CSF
CWD
DMSO
EDC
ELISA
FCS
FIDA
gA
GdnHCI
GPI
HCI
HH
IgG
Kap.
MG
MgCl,
MES
NaOH
NaPTA
NHS

Amyloid-3-Peptid

Bovines Serumalbumin

Bovine spongiforme Enzephalopathie

Konformationsabhangiger Inmunotest

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

familare Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

neue Variante Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Cerebrospinalfliissigkeit

Chronic Wasting Disease (Chronisch zehrende Krankheit)

Dimethylsulfoxid

1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid

Enzym-Linked Immunosorbant Assay

Fluoreszenz-Correlations-Spektroskopie

Fluoreszenz-Intensitdts-Distributions-Analyse
Grammagqivalent

Guadininhydrochlorid

Glycosylphosphatidylinositol

Salzsaure

Hirnhomogenat

Immunglobulin G

Kapitel

Markierungsgrad

Magnesiumchlorid

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

Natronlauge

Phosphorwolframat

N-Hydroxysuccinimid



102 Abkilrzungsverzeichnis

NHS-PEG-COOH
Polyethylenglykol-Spacer mit endstandiger N-Hydroxysuccinimid-

und Carboxylgruppe

P Pellet

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphatpuffer

PBST Phosphatpuffer mit 0,1 % Tween20

PBSTT Phosphatpuffer mit 0,05 % Tween20 und 0,2 % TritonX100

PEG Polyethylenglykol

PK Proteinase K

PrpP Prion-Protein

Prpc Zelluldare Form des Prion-Proteins

Prpsc Krankheits-assoziierte Form des Prion-Proteins (Sc flir Scrapie)

Prpcip Creutzfeldt-Jakob-assoziierte Form des Prion-Proteins

PrP27-30 N-terminal verkiirzte, infektiose Form des Prion-Proteins

rek huPrP In E. coli exprimierte humane Form des Prion-Proteins

resPrpsc Proteinase K-resistente Form des krankheits-assoziierten Prion-
Proteins

RT Raumtemperatur

S. siehe

senPrpsc Proteinase K-sensitive Form des krankheits-assoziierten Prion-
Proteins

SDS Natriumdodecylsulfat

TEA Triethylamin

TSE Transmissible spongiforme Enzephalopathie

u. a. unter anderem

U Uberstand

UN Uber nacht

Vergl. Vergleich

w Waschschritt

ZNS Zentrales Nervensystem
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