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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Unter Neurodegeneration versteht man das Absterben von Nervengewebe, insbe-
sondere von Neuronen. Im engeren Sinne sind neurodegenerative Erkrankungen
dadurch gekennzeichnet, dass der degenerative Prozess eigenstandig und meist
progressiv verlauft. Da der Verlust von Neuronen in der Regel irreversibel und daher
besonders schwerwiegend ist, kommt es haufig zum selektiven Verlust funktioneller
Strukturen z.B. des nucleus caudatus bei Chorea Huntington oder des dopaminergen
Systems bei der Parkinson-Krankheit. Im Fall der Alzheimer-Erkrankung und der Pri-
on-Krankheiten sind dagegen verschiedene Hirnbereiche betroffen.

1.2 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

Die Ubertragbaren (transmissiblen) spongiformen Enzephalopathien (TSE) sind eine
besondere Gruppe von neurodegenerativen Krankheiten, da sie einen infektidsen
Charakter aufweisen. Abgeleitet aus der auf3ergewohnlichen Form des Erregers
(siehe Kap. 1.4) werden TSE auch als Prion-Krankheiten bezeichnet. Sie kbnnen bei
Menschen und Tieren auftreten (Tab. 1.1). TSE sind durch eine lange Inkubationszeit
gekennzeichnet, manifestieren sich in Symptomen wie Bewegungs- und Koordinati-
onsstorungen sowie Demenz und fuhren schlie3lich zum Tod. Histopathologisch sind
neben degenerativen Verdnderungen der grauen Hirnsubstanz in Form von
schwammartigen (spongiformen) Veranderungen haufig extrazellulare amyloide Pla-
gues zu beobachten. Die spongiformen Erscheinungen werden durch Vakuolisierung
des Neuropils verursacht und gehen meist mit dem Verlust an Neuronen und der
Schwellung von Astrozyten einher (Roberts & Clinton, 1992). Da Prion-Krankheiten
nicht nur infektiés sondern auch spontan oder genetisch bedingt auftreten kénnen,
stellen sie eine aulRergewdhnliche Gruppe von Erkrankungen dar.

Tab. 1.1 Uberblick tiber wichtige Prion-Krankheiten bei Mensch und Tier

Krankheit Manifestation Wirt Erstmals beschrieben von
Scrapie . . Schaf,
(Traberkrankheit) sporadisch, infektios Ziege J.G. Leopoldt, D
Creutzfeld-Jakob-Krankheit sporadisch, genetisch, Mensch H.G. Creutzfeld,
(CJD) infektits A. Jakob, D
Gerstmann-Straussler- enetisch. sporadisch Mensch J.G. Gerstmann &
Scheinker-Syndrom (GSS) 9 +SP E. Straussler, AUS
Kuru infektios Mensch V. Zigas, AUS,

C. Gajdusek, USA
E.S. Williams, USA

Chronic Wasting Disease Hirscharten,

infektios

(CWD) Rentier
Fatale familiare Insomnie . E. Lugaresi, R. Medori
(FFI) genetisch Mensch & P. Gambetti, |
Bovine Spongiforme infektics Rind G.A.H.Wells &
Enzephalopathie (BSE) J.W. Wilesmith, GB
Neue Variante der CJD infektios Mensch R. G. Will, UK

(VCJD)
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1.3 Wichtige Formen von Prion-Krankheiten

1.3.1 Scrapie

Scrapie ist eine Prion-Krankheit, die bei Schafen und Ziegen auftritt. Sie wurde be-
reits 1759 von dem Veterinarmediziner Leopoldt als Trab (spater: Traberkrankheit)
beschrieben. Scrapie tritt weltweit als Tierseuche in fast allen schafhaltenden Lan-
dern auf. Bereits 1898 wurden erstmals pathologische Verdnderungen im Hirn er-
krankter Schafe entdeckt. Scrapie kommt in weiblichen wie mannlichen Schafen vor
und tritt Uberwiegend im Alter von zwei bis funf Jahren auf (Dickinson, 1976; Sigurd-
son, 1991). Es wird vermutet, dass die meisten Infektionen wahrend der Geburt,
durch Hautlasionen oder Bindehaute aus dem infektiésen Fruchtwasser, oder unmit-
telbar nach der Geburt durch Verzehr der infektiosen Plazenta geschehen (Pattison
et al., 1974). Danach ware das Alter der betroffenen Tiere beim Einsetzen der Sym-
ptome mit der Inkubationszeit mehr oder weniger identisch.

Die Symptome beinhalten Juckreiz, Bewegungsstorungen, Verhaltensanderungen
und Zittern. Durch den stetigen Juckreiz scheuern bzw. kratzen sich betroffene Tiere
bis zum Verlust der Wolle, wovon sich historisch der Name Scrapie (kratzen: engl. to
scrape) ableitet (Abb. 1.1). Im weiteren Verlauf werden die Tiere nervos sowie ag-
gressiv und trotz anhaltenden Appetits tritt haufig ein Gewichtsverlust auf.

Scrapie ist speziesubergreifend auf die Maus (Chandler, 1961) und auf den Syri-
schen Goldhamster (Marsh & Kimberlin, 1975) tbertragbar. Experimente mit Mausen
und Hamstern sind wegen der viel kiirzeren Inkubationszeit heute wesentliche in vivo
Modellsysteme fiur die Grundlagenforschung an Prion-Krankheiten.

Eine Ubertragung von Scrapie auf den Menschen konnte bisher nicht nachgewiesen
werden. Gemal epidemiologischer Beobachtungen besteht selbst in Landern mit in-
tensiver Schafhaltung keine Korrelation zwischen dem Auftreten von Scrapie und
dem Vorkommen irgendeiner Form transmissibler spongiformer Enzephalopathien
des Menschen.

Abb. 1.1 An Scrapie erkranktes Schaf
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1.3.2 Bovine Spongiforme Enzephalopathie

Von besonderer 6konomischer Bedeutung ist die erstmals Mitte der 80iger Jahre
aufgetretene Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE), welches mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auf die Verflutterung von nicht ausreichend dekontaminierten Schlacht-
abfallen Scrapie-infizierter Schafskadavern in Form von Tiermehl an Rinder zurick-
zufuhren ist (Wells et al., 1991).

Meist werden bei an BSE erkrankten Rindern zunachst Symptome wie Gewichtsver-
lust oder verminderte Milchleistung festgestellt. Spater folgen Verhaltensstérungen,
Bewegungsstorungen sowie Sensibilitatsstérungen. Die Verhaltensstérungen mani-
festieren sich in der Regel in erhéhter sensomotorischer Erregbarkeit wie Schreck-
haftigkeit, Angstlichkeit, Unruhe und Nervositat. Die Sensibilitatsstérungen betreffen
vor allem eine Hypersensibilitat auf Reize wie laute Gerausche und Licht. Beim Fort-
schreiten der Krankheit stellen sich motorische Stérungen ein (Abb. 1.2). So haben
betroffene Tiere oft Schwierigkeiten sich zu erheben (Wilesmith et al., 1992). Das
maximale Alter eines betroffenen Rindes, betrug 18 Jahre (Britisches Landwirt-
schaftsministerium), das minimale Alter belief sich auf 20 Monate (Bradley & Wiles-
mith, 1993), so dass die genaue Bestimmung der Inkubationszeit schwer ein-
schatzbar ist. Die experimentell festgestellte Inkubationszeit bei oraler Infektion be-
trug im Mittel drei Jahre. Bei entsprechenden Versuchen wurde gezeigt, dass bei
oraler Verabreichung ein Gramm Hirngewebe von BSE-erkrankten Kiihen ausrei-
chen, um ein Tier zu infizieren (Anderson et al., 1996).

In Zusammenhang mit dem Auftreten von BSE wurde auch bei verschiedenen Zoo-
tieren, wie z.B. Antilopen und GrolRkatzen, Prion-Krankheiten beobachtet, die hdchst-
wahrscheinlich ebenfalls durch Verfutterung von kontaminiertem Tiermehl und
Tierbestandteilen verursacht wurden (Sigurson & Miller, 2003).

Abb. 1.2 An BSE erkrankte Kuh
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1.3.3 Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Die haufigste bei Menschen auftretende Prion-Krankheit ist die Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (CJD). Die Haufigkeit des Auftretens (Inzidenz) betragt 0,3 bis 1,3 Félle auf
eine Million Einwohner pro Jahr. Sie kann sporadischen, familiaren oder iatrogenen
Ursprungs sein. Die sporadisch auftretende Form sCJD macht 80% bis 90% aller
CJD-Félle aus. Rund 10 % aller CJD-Falle sind familiaren Ursprungs (fCJD) und wer-
den autosomal-dominant vererbt. Die seltenen iatrogenen Féalle (iCJD) als Folge
.medizinischer Unfélle* waren auf die Verwendung unzureichend dekontaminierten
Operationsbestecks, die Verabreichung kontaminierter Wachstumshormone sowie
Augenhornhaut (Cornea)- und Hirnhaut (Dura mater)-Transplantaten zurtickzufiihren
(Brown et al., 1994).

Typisch fir die CJID ist eine rasch fortschreitende Demenz, die mit einer Reihe ande-
rer neurologischer Symptome wie z.B. Spastik, Hyperreflexie, Tremor und Ataxie
einhergeht. In der Mehrzahl der Falle finden sich hinweisende Veranderungen der
elektrischen Hirnsignale im Elektroenzephalogramm (EEG) im Vergleich zu gesun-
den Menschen. Bei den Betroffenen treten die Symptome im Alter von 40 bis 80 Jah-
ren auf (Roos et al., 1973).

Ende 1996 wurde in GroRRbritannien erstmalig eine Variante der CJD (vCJD) identifi-
zZiert, welche jlingere Patienten im Alter von 20 bis 30 Jahren betraf und einen unge-
wohnlichen klinischen Phanotyp aufwies. Hierbei traten psychiatrische Symptome
friher auf und der klinische Verlauf war verlangert. Durch die lokale Haufung der
vCJD-Félle in GroRbritannien, wurde vermutet, dass vCJD mit BSE in Zusammen-
hang stehen konnte (Abb.1.3) und womdglich durch den Verzehr von BSE kontami-
nierten Nahrungsmitteln verursacht wurde. Vergleichende Untersuchungen der
Erreger, welche ergaben, dass sich die Erreger bei BSE und vCJD mehr &hneln als
bei vCJID und CJD (Collinge et al., 1996 b), unterstitzen diese Vermutung. Zudem
zeigten Makaken, die mit BSE infiziert wurden, &hnliche Lasionsmuster im Hirn wie
Patienten, die an vCJD erkrankt waren (Lasmezas et al., 1996).

Angaben zur Inkubationszeit liegen naturgemafd nur bei iCJD-Fallen vor. Bei direk-
tem Kontakt des Hirns mit dem infektibsen Agenz, z.B. durch neurochirurgische In-
strumente betragt die Inkubationszeit 15 — 18 Monaten, bei Transplantationen
zwischen einem und 30 Jahren. Aufgrund der epidemiologischen Daten wird bei der
vCJD eine minimale Inkubationszeit von 4,5 Jahren angenommen.
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Abb. 1.3 BSE-und vCJD-Falle in Grof3britannien
Anzahl der gesicherten BSE- und vCJD-Falle in GroRRbritannien (UK) im Verlauf von 1988 his 2004
Quelle: fur BSE-Féalle: OIE World Organisation for Animal Health, DEFRA (UK) — Stand 1/2005;

fur vCJID-Falle: UK Creutzfeldt-Jakob Disease Surveillance Unit — Stand 1/2005

1.3.4 Chronisch zehrende Krankheit

Die chronisch zehrende Krankheit (chronic wasting disease, CWD) bestimmter nord-
amerikanischer Hirscharten wurde erstmalig bei in Gefangenschaft gehaltenen Tie-
ren beobachtet. Erwachsene Tiere litten an fortschreitendem Gewichtsverlust sowie
Verhaltensstorungen (Abb. 1.4). Histopathologische Untersuchungen des Hirngewe-
bes zeigten schliel3lich, dass es sich um eine Prion-Krankheit handelte. Seit 2000 hat
das Thema in den USA und Kanada stark an Aktualitat gewonnen, da immer mehr
Félle vor allem wildlebender Hirsche festgestellt wurden. In Wyoming wurden um-
fangreiche Studien getatigt, welche eine Inzidenz bei betroffenen Hirscharten von
1 - 6 % ergaben.

Erste Symptome konnten bereits bei ein- bis zweijahrigen Tieren festgestellt werden,
was auf eine minimale Inkubationszeit von 1,5 Jahren schliel3en lasst. Andererseits
konnten Symptome bei einem bestimmten Hirsch erst im Alter von 15 Jahren beo-
bachtet werden, wobei sich aber nicht ermitteln lief3, in welchem Alter sich das Tier
infiziert hatte. Der klinische Verlauf der CWD ist variabel und dauert zwischen einigen
Wochen und einem Jahr (zur Ubersicht: Salman, 2003).

Abb. 1.4 An CWD erkrankte Hirschkuh
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1.4 Natur des TSE-Erregers

Die Frage nach der Natur des TSE-Erregers wurde lange Zeit kontrovers diskutiert
und konnte erst kurzlich abschliel3end geklart werden. Die ersten Hypothesen gingen
davon aus, dass es sich bei dem Erreger um einen Virus handelt, wobei der Begriff
des ,slow virus* gepragt wurde (Gajdusek, 1977). Jedoch konnten weder Viren noch
Viroide isoliert werden. Der Erreger besitzt eine ungewdhnlich hohe Resistenz gegen
jede Art chemischer und physikalischer Verfahren (beispielsweise UV-Strahlung),
welche Nukleinsauren modifizieren oder zerstéren (Alper et al., 1967, Prusiner et al.,
1980, McKinley et al., 1983). Schlie3lich konnte die Infektiositat durch protein-
denaturierende Methoden inaktiviert werden (Prusiner et al., 1981; Prusiner, 1982).
Diese Ergebnisse lie3en die Frage aufkommen, ob der Erreger zur Replikation ohne
Nukleinséuren fahig ist. Der Erreger erwies sich zusatzlich als besonders resistent
gegen Proteolyse mit Proteinase K. Diese Eigenschaft war die Grundlage der geziel-
ten Reinigung, woraufhin gezeigt werden konnte, dass die Hauptkomponente des Er-
regers aus Protein besteht (Prusiner et al., 1980). Prusiner préagte daraufhin den
Begriff ,Prion® abgeleitet aus ,proteinaceuos infectious particle” (Prusiner, 1982).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Nukleinsduren mit mehr als 50 Nukleotiden
nicht in genigender Menge vorhanden war, um in jeder infektiésen Einheit Gberhaupt
mit wenigstens einem einzigen Molekul vertreten zu sein (Kellings et al., 1992).

Durch Proteinsequenzierung wurde ein kérpereigenes Protein, codiert auf Chromo-
som 20 (Oesch et al., 1985), als Hauptkomponente des Erregers identifiziert. Dieses
33 bis 35 kDa schwere Protein, welches auch im gesunden Organismus exprimiert
wird, wurde daraufhin als Prion-Protein bezeichnet (PrP 33-35). Die Prion-Proteine,
die aus gesunden und kranken Tieren prépariert wurden, unterschieden sich weder
in ihrer Aminosaure-Sequenz (Stahl et al., 1993) noch in ihren posttranslationalen
Modifikationen. Das Prion-Protein tritt demnach in zwei Isoformen auf, von denen die
eine sowohl im gesunden als auch im erkrankten Tier vorhanden ist (PrP®), wahrend
die andere Form strikt erregerassoziiert ist und als Scrapie-Isoform (PrP*%) bezeich-
net wird.

1.5 Zellulares Prion-Protein

In seiner zellularen Form kommt das Prion-Protein als membranassoziiertes Protein
vor, welches Uber einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) in der
Zellmembran lokalisiert ist. Es findet sich sowohl auf neuronalen Zellen, als auch in
Herz- und Skelettmuskelzellen und in geringen Mengen in den Zellen der meisten
anderen Organe, mit Ausnahme von Leber und Pankreas (Weissmann, 1994). Da
die grolte Menge an PrP-mRNA in Nervenzellen vorliegt (Kretzschmar et al., 1986),
ist auch die PrP®-Menge im Gehirn gréRer als in den anderen Organen. Relativ zu
anderen Proteinen gesehen ist der PrP¢-Level im Gehirn allerdings gering. So macht
PrP® weniger als 0,1 % des Gesamtproteins des Zentralen Nervensystem (ZNS) aus
(Oesch et al., 1985; Turk et al., 1988).
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PrP besitzt zwei N-Glykosylierungsstellen, welche nicht immer gleichermal3en be-
setzt sind, so dass eine heterogene Verteilung des Glykosylierungsmusters besteht.
Das Molekulargewicht des zellularen PrP betragt je nach Glykosylierung 33-35 kDa
(Oesch et al., 1985). Im N-terminalen Bereich besitzt das PrP acht Aminosauren um-
fassende Wiederholungssequenzen (Oktarepeats). In den meisten Spezies treten
funf dieser Oktarepeats auf. Beim Rind wurden zwei verschiedene Sequenzen ge-
funden, wobei es sich einmal um funf (Yoshimoto et al., 1992) und einmal sechs Ok-
tarepeats (Goldmann et al., 1991) handelte.

Strukturell weist PrP® hohe «-helikale Anteile (42%) auf (Pan et al., 1993) und liegt
in wassriger Losung unter Einfluss vom milden Detergenzien in l6slicher Form vor,
wie es fur Membranproteine zu erwarten ist.

Die natiirliche Funktion des PrP® ist bis heute noch weitgehend unklar. Da transgene
Mause, bei denen das PrP-Gen homozygot deletiert wurde, lebensfahig sind und nur
schwache Symptome zeigten (Bueler et al., 1992), wurde dem Prion-Protein keine
essentielle Funktion zugesprochen. Dennoch konnten bei PrP-knock-out-Mausen ei-
ne Reihe von Funktionsdnderungen diagnostiziert werden. Hierzu zéhlen leichte
Verédnderungen des Schlafrhythmus (Tobler et al., 1996) und Ataxie bei alteren Tie-
ren, die auf den Verlust von Purkinje-Zellen zurtickzufihren waren (Sakaguchi et al.,
1996). Auch sind die Aktionspotentiale der Neuronen gegeniber denen normaler
Mause verzogert (Collinge et al., 1994) und der Cu-Gehalt im Hirn von transgenen
Mausen ist signifikant geringer als in Wildtyp-Mausen. Zellkulturen zerebraler Zellen
von knock-out-Tieren sind zudem weniger resistent gegen oxidativen Stress. Da
PrP° unter physiologischen Bedingungen 5-6 Kupferionen in der N-terminalen Okta-
repeatregion binden kann (Miura et al., 1999), lag die Vermutung nahe, dass PrP ei-
ne Funktion in der Regulierung des Kupferhaushaltes spielen kénnte. Daraufhin
konnte auch eine Superoxiddismutaseaktivitat gezeigt werden, die 15 — 30 % der Ak-
tivitat bisher beschriebener Superoxiddismutasen besitzt (Brown et al., 1999a).

1.6 Krankheitsassoziiertes Prion-Protein

Zellulares PrP® und krankheitsassoziiertes PrP>° sind hinsichtlich ihrer chemischen
Zusammensetzung identisch (Stahl et al., 1993). Es konnten jedoch Unterschiede in
der Struktur sowie der physikalischen und biochemischen Eigenschaften gefunden
werden. So bildet PrP*¢ unlésliche Aggregate, die sowohl amorph als auch in Form
amyloider Fibrillen vorliegen kdnnen (Merz et al., 1981). Die Infektiositat korreliert
mit diesem aggregierten Zustand, da PrP°¢, welches disaggregiert und in Lésung ge-
bracht wird, seine Infektiositat verliert (Riesner et al., 1996).

Die Primarstruktur von PrP® und PrP%° ist identisch, jedoch konnten in vergleichen-
den Strukturuntersuchungen mittels Circulardichroismus und Infrarotspektroskopie
deutliche Unterschiede in der Sekundérstruktur gezeigt werden. Wahrend PrP® einen
groBen «-helikalen Anteil besitzt, weist PrP%° einen verringerten «-Helix-Anteil
(30%) und einen deutlich erhéhten g -Faltblattanteil von 43% auf (Pan et al., 1993,
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Safar et al., 1993). PrP® und PrP*° stellen demnach Konformationsisomere dar
(Abb. 1.5).

PrP*¢ weist eine erhohte Resistenz gegen Proteinase K (PK)-Verdauung auf. Wah-
rend der Proteolyse durch Proteinase K wird ein ca. 68 Aminosauren umfassendes
N-terminales Fragment des PrP°¢ abgespalten. Der verbleibende Rest wird entweder
aufgrund seines Molekulargewichts als PrP 27-30 oder aufgrund seiner Resistenz
gegen proteolytischen Abbau als resPrP bezeichnet. Es bildet sehr regelmalige a-
myloide Stabchen (Prion-Rods) aus und ist weiterhin infektios. PrPC ist hingegen voll-
standig PK-sensitiv und wird innerhalb weniger Minuten zu kurzen Oligopeptiden
abgebaut (McKinley et al., 1983). Die PK-Resistenz wird in den meisten diagnoti-
schen Testsystemen als Marker fur krankheitsassoziertes Prion-Protein eingesetzt.
Von Safar und Kollegen (1998) konnte jedoch erstmalig pathologisches Prion-Protein
nachgewiesen werden, welches nicht PK-resistent war (senPrP*°). Der Anteil dieses
senPrPS°® am gesamten pathologischen PrP variierte hierbei zwischen verschiedenen
Hamster-Scrapie-Stdmmen (siehe Kap. 1.7) zwischen 5% und 90%. Das bedeutet,
dass in einigen Scrapie-Stammen nur 10% des pathologischen Prion-Proteins auch
PK-Resistenz aufweist. Ob senPrP> auch infektiés ist, konnte bisher nicht abschlie-
Rend geklart werden.

Abb. 1.5 Vergleich der strukturierten Core-Bereiche von PrP® und Prp*°

A NMR-Struktur von rekombinaten SHa PrP (90-231) (veréndert nach Liu et al., 1999), welche allge-
mein als Struktur von PrP® angenommen wird, da mittels Vergleich mit 1D-NMR-Spektren von natiirli-
chem PrP® aus Kalberhirn keine signifikanten Unterschiede ergaben (Hornemann et al., 2004).
B Modell der Struktur von PrP(27-30), welches auf elektronenmikroskopischen Daten von
2D-Kristallen beruht. C Es wird angenommen, dass PrP* Trimere ausbildet, welche in der Lage sind,
D Fibrillen zu bilden (Govaerts et al., 2004).

In Tabelle 1.2 sind die wesentlichen biochemischen und strukturellen Unterschiede
zwischen PrP® und PrP%¢ zusammengefasst.
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Tab. 1.2 Vergleich der Eigenschaften von PrP® und PrP®°

Eigenschaft Zellulére Isoform Scrapie Isoform
(PrP%) (PrP*>)
Infektiositat nicht infektids infektios
I R teilweise
Protease K-Sensitivitat vollstandig abbaubar C-terminal resistent
Kkunda K iberwi do - helikal Uberwiegend
Sekundarstruktur Uberwiegend & - helikal - Faltblatt
Loslichkeit lGslich unldslich

in milden Detergenzien

hochmolekulare

Aggregationszustand monomer Aggregate

In Abhangigkeit von der jeweiligen Spezies aus der der Erreger stammt, wird die
krankheitsassozierte PrP-Isoform PrP° bei Scrapie, PrP®SE bei BSE und PrP"P bei
CWD genannt.

1.7 Prion-Stdmme

Bereits 1961 stellte man fest, dass sich die Erkrankungsformen bei den Wiederkau-
ern unterscheiden (Pattison, 1961). Die genauere Definition der Erregerstamme hat
sich erst im Laufe der Jahre entwickelt. TSE-Erregerstamme lassen sich danach an-
hand von sieben Kriterien unterscheiden: Klinische Symptomatik, Inkubationszeit,
Ubertragbarkeit, histopathologische Léasionsprofile, Inaktivierungsverhalten, PK-
Resistenz von PrP*® und resultierende Spaltstellen, sowie PrP>¢-Glykosylierungs-
muster. Als Erklarungsansatze fur das Auftreten unterschiedlicher Scrapie-Stamme
hat sich die Hypothese durchgesetzt, dass die Stammeigenschaften durch verschie-
dene Konformationen des Prion-Proteins in der krankheitsassoziierten Isoform be-
grindet sind. Diese Hypothese wurde aus Ergebnissen des konformations-
abhangigen Immunotests (CDI) abgeleitet (Safar et al., 1998). Dieser Test macht sich
die Zuganglichkeit eines konformationsabhéngigen Epitops im PrP zu nutze. Die
Bindung eines Antikdrpers an dieses Epitop ist also von der jeweiligen Konformation
des Prion-Proteins abhangig. Hierdurch konnten acht verschiedene, an den Syri-
schen Goldhamster adaptierte, Scrapie-Stamme unterschieden werden. Es ist jedoch
zu beriicksichtigen, dass PrP*® immer im aggregierten Zustand vorliegt, so dass die
Zuganglichkeit der Epitope sich aus einer Kombination der Proteinkonformation und
der sich ergebenen Wechselwirkungen durch den aggregierten Zustand zusammen-
setzt. Ein weiterer Befund des CDI ist, dass die verschiedenen Inkubationszeiten der
Scrapie-Stamme mit der Abbaubarkeit des PrP*® im Gehirn negativ korreliert sind.
Umso leichter also PrP>¢ abgebaut werden kann, umso langer sind die Inkubations-
zeiten.

Das Auftreten verschiedener Erregerstamme konnte auch fir BSE gezeigt werden.
Hier manifestierten sich die Unterschiede im Auftreten und der Verteilung von amy-
loiden Plaques sowie von verschiedenen Glykolisierungsmustern. Ein neuer von der
bisher bekannten BSE unterscheidbarer Stamm wurde als BASE (bovine amyloide
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spongiforme encephalopathie) bezeichnet, da im Gegensatz zu bisher beschriebe-
nen BSE-Charakteristika amyloide Plaques auftraten (Casalone et al., 2004). Auch
konnten zwei BSE-Stamme durch Infizierung von Mausen mit Hirnhomogenat ver-
schiedener an BSE erkrankter Rinder identifiziert werden. Die Unterschiede bestan-
den bei Inkubationszeiten, PrP-Glykolisierungsmustern und in der Histopathologie
(Lloyd et al., 2004).

1.8 Replikationshypothesen

Stanley Prusiner formulierte die Prion-Hypothese, welche besagt, dass das infektiose
Agens proteinartigen Charakter hatte, d.h. er postulierte ein oder mehrere Proteine
als Hauptkomponente des Erregers (Prusiner, 1982). Nach Entdeckung der beiden
Isoformen des Prion-Proteins wurde diese Hypothese dahingehend erweitert, dass
die Replikation von PrP>¢ auf der Umwandlung von PrP® in PrP>¢ beruht (Prusiner et
al., 1990). Danach ist ausschlieRlich das Prion-Protein in der PrP® — Isoform Tréager
der Infektion und durch direkte Interaktion in der Lage, die Umwandlung von PrP€ in
weiteres PrP>¢ zu katalysieren. Das Besondere an dieser Hypothese war, dass hier-
nach ein Krankheitserreger zur Replikation ohne codierende Nukleinsdure im Stande
sein sollte.

Experimentelle Befunde, die fur die Prion-Hypothese sprachen, festigten sich zu-
nehmend. So sind PrP-knock-out-Mause (PrP%°) nicht mit Scrapie infizierbar und
kénnen die Krankheit auch nicht weitergeben (Bueler et al., 1992). Dies bedeutet,
dass sich der Erreger ohne endogenes PrP° nicht replizieren kann. Als Erklarung fir
die erbliche Krankheitsform wurden in dem Zusammenhang Mutationen des PrP-
Gens, die PrP® destabilisieren und somit die spontane Umwandlung in PrP*° erleich-
tern, diskutiert. Bei Untersuchungen in dieser Richtung konnten eine ganze Reihe
von Mutationen im PrP-Gen des Menschen nachgewiesen werden (Prusiner, 1997).
Auch bei Schafen konnte ein Einfluss auf die Suszeptibilitat fur Infektionen mit Prio-
nen durch Polymorphismen im PrP-Gen festgestellt werden (Belt et al., 1995;
O’'Rouke et al., 1997).

Um die Prion-Hypothese letztendlich zu beweisen, wurden vielfaltige experimentelle
Ansatze verfolgt, welche zum Ziel hatten in vitro nicht-infektiéses Prion-Protein in die
infektiose Form zu Uberfuhren. Kirzlich konnte tatsachlich gezeigt werden, dass es
maoglich ist, rekombinantes Prion-Protein (rekPrP) in vitro in eine infektiose Form zu
Uberfuhren (Legname et al., 2004). Verkirztes rekPrP (AS 89-230) bildet in hohen
Konzentrationen durch Inkubation unter teildenaturierenden Bedingungen fibrillare
Strukturen aus. Die auf diese Weise generierten rekPrP-Fibrillen wiesen eine geringe
Infektiositat auf und wurden daher als ,synthetische Prionen“ bezeichnet. Die gerin-
gen Infektiositatsdosen der synthetischen Prionen konnten allerdings lediglich in
transgenen Mausen, welche eine gleichermalien verkirzte Form des Prion-Proteins
Uberexprimierten, nach deutlich verlangerten Inkubationszeiten nachgewiesen wer-
den. Nach einer zweiten Passage in Wildtyp-Mause, konnte dann aber nahezu kein
Unterschied in der Inkubationszeit in Vergleich zu naturlicher Infektiositat festgestellt
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werden. Hiermit wurde erstmalig ausschlie3lich mit nicht infektiésem Prion-Protein
Infektiositat in vitro generiert.

Der genaue Mechanismus, durch den PrP® in PrPS° konvertiert, ist bisher nicht ge-
nau bekannt. Es wurden jedoch zwei Modelle vorgeschlagen, das Heterodimer-
Replikationsmodell und das Modell der keiminduzierten Polymerisation (Abb. 1.6).
Das Heterodimermodell besagt, dass PrP*¢ an eine destabilisierte Form von PrP°
(PrP*) bindet, wodurch ein Heterodimer gebildet wird. Durch die Wechselwirkung
wird die Umwandlung von PrP* zu PrP%® induziert und es entsteht ein Homodimer.
Nach Dissoziation stehen zwei PrP5® Monomere zur Katalyse weiterer Umwandlun-
gen bereit (Prusiner et al., 1990; Cohen et al., 1994).

Nach dem Modell der keiminduzierten Polymerisation muss zunachst ein Polymerisa-
tionskeim gebildet werden oder exogen z.B. durch eine Infektion zugegeben werden,
damit die Umwandlung von PrP€ in PrPS® thermodynamisch giinstig wird und schnell
ablaufen kann (Jarrett & Lansbury, 1993).

A B

Exogen
(Infektion)

schnell langsam .. &hnell
- m,sc orp | prpe O= ] = ._ 1 Nl
e i

T Heterodimer Homodimer

Prpse

NUCLEUS

Abb. 1.6 Replikationsmodelle
A) Heterodimermodell nach Cohen et al. (1994)
B) Modell der keiminduzierten Polymerisation nach Jarret & Lansbury (1993)

1.9 Artenbarriere

Als Artenbarriere wird die relativ hohe Resistenz einer Spezies gegen die TSE-
Erreger anderer Spezies bezeichnet. Diese Resistenz aufert sich in extrem langen
Inkubationszeiten, welche z.T. langer sein kdnnen als die durchschnittliche Lebens-
zeit der Spezies, so dass es nie zum Ausbruch der Krankheit kommen kann. Unter-
suchungen der Spezies-Barriere fuhrten zu der Annahme, dass die Interaktion
zwischen den PrP-Molekilen eine entscheidende Rolle spielt, weil homologe PrP-
Molekiile effizienter PrP° bilden kénnen als heterologe (Prusiner et al., 1990). Bei
Mausen zum Beispiel lassen sich mit dem Hamster-Prion nur in seltenen Fallen
Scrapie-Symptome auslésen (Priola & Chesebro, 1995). Transgene Mause, die statt
der Maus-PrP-Sequenz die Hamster-PrP-Sequenz besitzen, erkranken dagegen in-
nerhalb von zwei Monaten nach Infektion mit dem Hamster-Prion (Scott et al., 1989).
Dies spricht dafur, dass die Spezies-Barriere in der Primarsequenz begrindet ist.
Ubertragungen lber die Artenbarriere hinweg sind jedoch in vielfaltiger Form moglich
und an den Beispielen der Ubertragbarkeit von BSE und Scrapie in Abb. 1.7 zusam-
mengefasst.
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Abb. 1.7 Ubersicht iiber verschiedene Formen der Ubertragbarkeit von BSE und Scrapie

Die iatrogene und/oder natiirliche Ubertragbarkeit ist mit roten Pfeilen, die experimentelle mit blauen
Pfeilen gekennzeichnet. Ein gestrichelter Pfeil steht fir einen bisher nicht sicher nachgewiesenen
Ubertragungsweg. Ist die Ubertragung auf eine Spezies unter experimentellen Bedingungen nicht

moglich, so ist dies durch einen doppelt durchgestrichenen Pfeil dargestellt. (Abb. veréndert nach
Groschup in Hornlimann, 2001)
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1.10 Erregeraushbreitung

Prion-Krankheiten sind zwar neurodegenerative Krankheiten, jedoch repliziert und
akkumuliert PrP*¢ bei oraler Infektion im lymphatischen Gewebe friiher im Krank-
heitsverlauf als im Zentralen Nervensystem (Aguzzi, 2003). Die Ausbreitung des Er-
regers verlauft tiber PrP¢-exprimierende Gewebe (Blattler, 1997). Bei oraler Infektion
scheint der Erreger tber den Darm, hier hauptséachlich durch die Peyer Plaques, ad-
sorbiert und in die Blutbahn und die Lymphflissigkeit zu gelangen. Von dort aus wird
der Erreger in lymphatische und anderen Organe transportiert, wo PrP>¢ erstmalig
repliziert und akkumuliert, bevor es Uber die peripheren Nerven ins Zentrale Nerven-
system transportiert wird. Dieser Weg ist aus Infektiositatsstudien verschiedener Or-
gane in unterschiedlichen Stadien des Krankheitsverlaufs ableitbar (Aguzzi, 2003;
Kimberlin & Walker, 1989) (Abb. 1.8).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass PrP>¢-Oligomere in der Lage sind, die Blut-
Hirn-Schranke direkt zu passieren und somit sowohl ins Hirngewebe als auch in die
Cerebrospinalflissigkeit zu gelangen (Banks et al. 2004).

Prionreplikation
——  Priontransport

Gehirn
Mandeln |
Lymphsytem
Blut |
Periphere Nerven
Milz ‘

Blinddarm

Peyer Plaques

Abb. 1.8 Madgliche Transportwege von Prionen nach oraler Aufnahme

Oral aufgenommenes PrP*® wird vom Darm, dort hauptsachlich von den Peyers Plaques, adsorbiert
und in die Blutbahn sowie in lymphathische Flussigkeiten transportiert. Nach einem Replikationsschritt
in peripherem Gewebe wie Milz, Blinddarm, Mandeln oder anderen Lymphgeweben, wird der Erreger
meist Uber periphere Nerven ins Gehirn transportiert. Weiterhin besteht die Mdéglichkeit, das Prps°
direkt tber die Blut-Hirnschranke ins Gehirn gelangt. (Abb. veréndert nach Soto 2004)

Die periphere Ausbreitung des Scrapie-Erregers verlauft in verschiedenen Spezies
und abh&ngig von der Infektionsroute in unterschiedlicher Weise. In experimentell in-
fizierten Mausen und Hamstern konnte eine Replikation im lymphoretikularen System
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gezeigt werden, bevor entsprechende Titer im ZNS zu finden sind. Entsprechende
Befunde sind auch bei Scrapie in Schafen erzielt worden. Hingegen finden sich bei
experimentell oral mit BSE infizierten Rindern infektidse Titer nur in den Peyers Pla-
ques und nicht in Milz oder Lymphknoten.

Unabhangig von der Route, auf welcher PrP*¢ transportiert wird, ist unumstritten,
dass infektioses Erregermaterial in verschiedenen peripheren Organen und Korper-
flissigkeiten enthalten sein kann (Ubersicht: Soto 2004)

1.11 Diagnose von Prion-Krankheiten

Auch wenn es bisher keine Therapie fur Prion-Krankheiten gibt, so ist es doch erfor-
derlich diagnostische Ansatze zu entwickeln, um mdogliche Ubertragungspotentiale
z.B. Uber Bluttransfusionen oder Transplantate ausschlieen zu kdénnen, und somit
gesunde Individuen zu schitzen. Auch die Tatsache, dass Prion-Krankheiten zwar
nur in eingeschrankter Form jedoch in nicht unerheblichem Mal3e Uber die Arten-
grenze Ubertragbar sind, macht eine verlassliche Diagnostik bei Tieren notwendig.
Gerade das Auftreten der vCJD in Zusammenhang mit BSE zeigt, welche Gefahr von
kontaminierten Nahrungsmitteln ausgeht (Kap.1.3.3). Hierbei sind Gefahrenpotenzia-
le nicht nur in tierischen Nahrungsmitteln, sondern auch in pharmazeutischen Pro-
dukten zu sehen. So enthalten viele pharmazeutische Produkte Substanzen, die aus
oder mit Hilfe von Rinder-, Schaf- oder Ziegenbestandteilen hergestellt werden. Ge-
latine ist z.B. ein sehr haufig verwendeter Hilfsstoff. In vielen Arzneimitteln und Kos-
metika werden Stoffe wie Glycerol und Fettalkohole eingesetzt. Diese werden aus
Talg hergestellt, welcher gangigerweise durch Ausschmelzen von Schlachtabféllen
gewonnen wird. Auch werden fir die Produktion gentechnologisch synthetisierter
Medikamente oft Rinderprodukte wie fotales Kalberserum oder Rinderalbumin ge-
braucht.

1.11.1 Diagnose humaner Prion-Krankheiten

Zurzeit gibt es keinen Test, um Prion-Krankheiten sicher und selektiv am lebenden
Tier oder gar beim Menschen zu diagnostizieren. Beim Menschen werden Prion-
Krankheiten normalerweise anhand der klinischen Symptome diagnostiziert und post
mortem mittels histopathologischer Untersuchungen des Hirngewebes bestétigt.

Bisher ist PrPS° der einzig sichere Marker fiir Prion-Erkrankungen. Jedoch ist der di-
rekte Nachweis von PrP*¢ in Korperflissigkeiten mit den Standardnachweisverfahren
noch nicht moglich. Es steht somit kein krankheitsspezifischer, einfach durchzufih-
render Test zur Verfigung. Ein Ansatz zur Diagnostik von sCJD besteht mit dem so
genannten 14-3-3 Test, welcher einen Surrogatmarker, das 14-3-3 Protein, im Liquor
nachweist (Hsich et al., 1996). Dieser Ansatz erwies sich jedoch fir die vCJD als
nicht geeignet (Will et al., 2000). Alle momentan bekannten Surrogatmarker sind
Ausdruck eines neuronalen Untergangs oder einer Astrozytenaktivierung und kénnen
deshalb nicht allein zur Diagnose von humanen Prion-Krankheiten herangezogen
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werden. Sie kdnnen nur unterstitzend bei einer Differentialdiagnose genutzt werden.
Die Differentialdiagnose kann hierbei durch bildgebende Verfahren, welche Hirn-
strukturen visualisieren, wie Computertomographie (Hayashi, 1992; Westphal, 1985)
und Kernspintomographie (Finkenstaedt et al., 1996) unterstitzt werden.

1.11.2 Histopathologische und Immunohistochemische Diagnose

Historisch betrachtet wurden die Prion-Krankheiten zunachst histopathologisch diag-
nostiziert. Die histopathologischen Besonderheiten sind u.a. die schwammartigen
Veranderungen, welche beim Absterben der Neuronen durch Vakuolisierung entste-
hen, astrozytische Gliose und amyloide Plaques. Letztere treten jedoch nicht bei al-
len Prion-Krankheiten auf (Prusiner, 1998). Die Methodik lieferte fundamentale
Ergebnisse fir die gesamte Prionforschung, wie die Unterscheidung von Prion-
Stammen sowie den Zusammenhang von vCJD und BSE.

Die rein histochemischen Untersuchungen wurden, nachdem es hinreichend gute
Antikdrper gegen das Prion-Protein gab, durch die in situ Immunohistochemie er-
ganzt. Hiermit war es nicht nur moglich die Diagnose zu bestéatigen, sondern auch
die Verteilung von Plaques im Gehirn und lymphoiden Gewebe zu bestimmen. Die
Immunohistochemie ist fir die post mortem Diagnose sehr gut geeignet und kann in-
fizierte Tiere eindeutig identifizieren. Jedoch ist die Methode sehr zeitaufwendig und
somit flr einen hohen Durchsatz nicht geeignet.

1.11.3 Nachweis von Infektiositat

Bis heute ist der Bioassay die einzige Methode, um Infektiositat direkt nachzuweisen.
Somit ist der Bioassay fur die Grundlagenforschung eine der wichtigsten Anwendun-
gen. Die Nachteile fur diagnostische Zwecke liegen auf der Hand. Trotz der Entwick-
lung von Tiermodellen wie transgenen Mausen, welche PrP auch anderer Spezies
Uberexpimieren, ist die Inkubationszeit des Bioassays bis zum eindeutigen Ergebnis
sehr lang.

1.11.4 Molekulare Diagnose

Der einzige bisher bekannte spezifische Marker fiir alle Prion-Krankheiten ist PrP%°,
Als Hauptkomponente des infektiésen Agents hat sich die molekulare Diagnostik auf
PrP>¢ oder spezieller resPrP>¢ konzentriert. Die meisten routineméaRig eingesetzten
Schnelltests nutzten demnach die partielle proteolytische Resistenz von PrP*¢ in
Kombination mit immunologischen Nachweismethoden. Hierbei ist die Praparation
der Proben ein kritischer Schritt, welcher grol3en Einfluss auf die diagnostische Sen-
sitivitat und Spezifitat hat.

Eine andere Strategie ist der Nachweis von Surrogat-Markern, wobei zu Zeit jedoch
noch umfangreiche Differenzialdiagnosen durchgefiihrt werden missen. Somit konn-
te bisher keine selektive TSE-Diagnostik mittels Surrogatmarkern etabliert werden.
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Momentan sind finf Schnelltests zur BSE-Diagnostik von der europaischen Kommis-
sion zugelassen. Alle funf basieren auf dem Nachweis von resPrP*® aus Hirnstamm-
oder Ruckenmarksgewebe.

e Prionics-Check-Western
Das resPrP>® wird im Prionics-Check Western (Prionics, Schweiz) mittels
Western-Blot-Analyse mit anschlie3ender immunolgischen Umsetzung unter
Einsatz des Anti-PrP-Antikorpers (6H4) detektiert. Als Kriterium flr eine positi-
ve Probe wird das Auftreten eines PrP-immunoreaktiven Signals mit dem fur
PrP27-30 typischen Molekulargewicht und Drei-Banden-Muster herangezogen
(Schaller et al., 1999).

e Enfer-Test
Beim Enfer-Test handelt es sich um einen einfachen ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Das resPrP®F wird via ELISA mit polyklonalen Anti-
PrP-Antikorpern und Enzym-gekoppelten Zweitantikorper analysiert. Die De-
tektion erfolgt mittels Chemolumineszenz (Moynagh & Schimmel, 1999).

e Prionics-Check-LIA
Der Prioncs-Check LIA (Prionics, Schweiz) basiert auf einem Sandwich-ELISA
aus resPrP®E und Anti-PrP-Antikérpern (6H4 und unbekannter Detektionsan-
tikorper). Die Analyse erfolgt Uber Chemolumineszenz mit spezifischen
Schwellenwert-Bedingungen (Biffiger et al., 2002).

e PLATELIA-Test

Beim PLATELIA-Test (CEA/BioRad) erfolgt die Probenaufbearbeitung mittels
Proteolyse gefolgt von Fallungs- und Zentrifugationsschritten. Diese dienen
der Anreichung von resPrP®E, Der Nachweis erfolgt iiber ein Sandwich-
ELISA mit resPrP®°F und zwei monoklonalen Anti-PrP-Antikérpern (Saf34 und
12F10). Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt Uber eine Quantifizierung ei-
ner enzymatisch katalysierten Farbreaktion mit spezifischen Schwellenwert-
Kriterien (Grassi et al., 2000).

¢ Konformationsabhéngiger Immunotest (CDI)

Die Probenbehandlung beim CDI (Inpro, USA) erfolgt mittels Phosphor-
wolframat (NaPTA)-Fallung. Prinzipell ware keine Proteolyse nétig. Die aktuel-
len Protokolle beinhalten allerdings eine milde PK-Behandlung. Das Prinzip
des CDI beruht auf der Bindungeffezienz eines PrP-konformations-
spezifischen Antikorpers, welcher ein Epitop erkennt, das bei der PrP-Isoform
sowie bei denaturiertem PrP exponiert wird, in der PrP®E-Isoform jedoch
nicht. Die Quantifizierung der Bindungseffizienzen zwischen nativem und de-
naturiertem Zustand wird als Wert fiir den resPrP®SF-Gehalt herangezogen
(Safar et al., 2002).
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1.12 Nachweis von Prionaggregaten mittels Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie

Die Grundlage fur ein neues diagnostisches Verfahren wurde in unserem Labor ent-
wickelt. Die Methode basiert auf der Detektion von Protein-Aggregaten mittels Fluo-
reszenz-Korrelations-Spektroskopie.

Nachzuweisende Aggregate werden dabei durch Anlagerung von fluoreszierenden
Sonden markiert. Im Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometer (FCS) wird ein Laser-
strahl in die zu messende Probe fokussiert. Dabei regt der Laserstrahl die Sonden zu
starkem Fluoreszenzlicht an, welches mithilfe einer konfokalen Optik registriert wird.
Aufgrund der optischen Eigenschaften des Systems ist ein Einzelmolekilnachweis
der markierten Partikel mdglich. Nicht gebundene Sonden, die aufgrund der hohen
Beweglichkeit schnell durch den Laserstrahl diffundieren, strahlen nur geringe Fluo-
reszenz-Intensitat mit hoher Fluktuationsrate aus, wahrend Partikel mit mehreren ge-
bundenen Sonden langer im Laserstrahl verweilen und dadurch eine lang anhaltende
hohe Intensitat so genannte Fluoreszenzpeaks oder Fluoreszenzburst ausstrahlen.
Daher konnen die Partikel eindeutig erkannt und nachgewiesen werden. Das Verfah-
ren konnte in unserer Arbeitsgruppe auf die Detektion von AR-Aggregaten angewandt
werden, welche fur die Alzheimersche Krankheit (AD) spezifisch sind. Tatsachlich
konnte in der Cerebrospinalflissigkeit von 17 AD-Patienten AR-Aggregate nachge-
wiesen werden, wahrend in einer Kontrollgruppe die Aggregate nicht auftraten
(Pitschke et al., 1998).

AnschlielRend wurde das System auf Prion-Partikel angepasst (Schafer, 2002). Dazu
wurde ein Messsystem genutzt, welches auf zwei Laser erweitert (2D-Analyse) war
(FCS: Olympus 2-Strahl, Evotec, Hamburg) und eine Scanning-Einheit besal3. Die
Scanning-Einheit ermdglicht es das konfokale Messvolumen durch die Probe zu be-
wegen und die Probe somit zu scannen. Die Nutzung des Zweistrahlsystems ermdg-
licht, dass zwei Sonden (im speziellen Fall zwei unterschiedliche Anti-PrP-Antikorper)
mit verschiedenen antigenen Determinanten benutzt werden konnen und die gleich-
zeitige Bindung uber Kreuzkorrelation der Signale bestimmt wird. Somit fihren nur
Signale zu einem positiven Ergebnis, wenn beide Sonden gleichzeitig an ein Partikel
gebunden sind. Diese Analyse wird als 2D-Fluoreszenz-Intensitats-Distributions-
Analyse (2D-FIDA) bezeichnet. Schafer (2002) konnte somit durch 2D-FIDA unter
Einsatz von aufgereinigtem resPrP*° aus Hirngewebe eine 100%ige Spezifitat und
Sensitivitat bei der Diagnose von mit Scrapie-infizierten und gesunden Hamstern er-
reichen.

Versuche diese Methode zur Diagnose von CJD-Patienten zu nutzen, wobei Prion-
Partikel in Cerebrospinalfliissigkeit nachgewiesen werden sollten, fihrte jedoch nur
zu einer Sensitivitat von 20 % (Bieschke et al., 2000).
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1.13 Fragestellung

PrP*¢ ist das einzige Markermolekiil fir eine Erkrankung, welches bei jeder Form der
TSE gefunden wurde. Somit ist es der einzig wirklich sichere Marker und fur die Di-
agnose von Prion-Erkrankungen bestens geeignet. PrP*° liegt im infektiosen Gewebe
immer in aggregierter Form vor. Andere Eigenschaften, welche oft zur Charakterisie-
rung von PrP>¢ herangezogen werden wie z.B. die Proteinase K - Resistenz, sind nur
teilweise mit der pathologische Isoform assoziiert (Safar et al., 1998).

Um eine empfindliche Erkennung von Prion-Krankheiten realisieren zu kbnnen, muss
sichergestellt werden, dass es bei der Praparation des zu untersuchenden Materials
keine Verluste an pathogenem PrP° gibt. Samtliche zurzeit verwendeten BSE-
Schnelltests nutzen als Hauptkriterium den Nachweis von Proteinase K (PK)-
resistentem PrP. Die Menge des PK-resistenten PrP>¢ schwankt allerdings sehr stark
- einerseits von Hirn zu Hirn, andererseits auch innerhalb eines Hirnes von Areal zu
Areal (Safar et al., 2005). Das bedeutet zwangslaufig, dass die Verwendung eines
PK-Verdauungsschrittes bei der Aufreinigung von PrP>¢ im Speziellen von PrP®SE zu
einer nicht unerheblichen Verminderung der Sensitivitat fuhrt. Daher war es ein Ziel
dieser Arbeit, PrP> bzw. PrP®SE unter Verzicht auf einen proteolytischen Schritt aus
geeignetem Gewebe zu isolieren bzw. moglichst weit anzureichern.

Zum Nachweis des Aggregationszustandes stand die Methode der Fluoreszenz-
Intensitats-Distributions-Analyse (FIDA) zur Verfugung. Diese Methode wurde in un-
sere Arbeitsgruppe auf den Nachweis von AR-Aggregaten im Liqour von Menschen
und mittels Proteolyseschritt isolierten Prionaggregaten aus Hamsterhirngewebe,
etabliert. Dabei wurden die Aggregate mit fluoreszierenden Sonden gemischt und in
Suspension im Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometer mittels FIDA untersucht. Nicht
gebundene Sonden diffundieren schnell durch das konfokale Volumenelement und
erzeugen dabei nur geringe Fluoreszenzintensitaten mit hohen Fluktuationsraten,
wahrend Aggregate mit einer Vielzahl gebundener Sonden langer verweilen und da-
durch langer anhaltende hohe Intensitaten erzeugen. Mit diesem Ansatz kann der
Aggregationszustand von Proteinen, als charakteristische Grol3e nachgewiesen wer-
den.

Ziel dieser Arbeit war es nun, ein diagnostisches Verfahren fir BSE zu entwickeln,
welches es erméglicht einzig anhand des aggregierten Zustands einzelne PrPc-
Partikel nachzuweisen, unabhangig davon, ob das PrP*® auch die Eigenschaft der
PK-Resistenz aufweist. Dieser Ansatz sollte es erméglichen, die Gesamtheit des pa-
thologischen PrP nachweisen zu kdonnen, ohne auf den nicht PK-resistenten Anteil
des PrP>¢ verzichten zu missen. Weiterhin sollte es erméglicht werden die Prion-
Partikel einzeln zu detektieren und damit kein Summensignal Uber die komplette
Probe zu messen. Somit wiirde theoretisch ein einziger pathologischer Partikel in der
Probe ausreichen, um eine Infektion nachweisen zu kénnen.

Um sich dem Ziel der BSE-Diagnostik zu ndhern, sollte das Verfahren zunachst unter
Verwendung von PrP°¢ aus Hamsterhirngewebe entwickelt und anschlieRend auf
BSE Ubertragen werden.
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2 Material und Methoden

Umgang mit infektiosem Material

Alle Arbeiten wurden im S2-Labor durchgefihrt. Fir alle Pipettierschritte mit infektio-
sem Material wurden ,safe seal“-PCR-Spitzen (Biozym, Hessisch-Oldendorf) ver-
wendet. Arbeiten mit infektiocsem Material erfolgten ausschlielich unter der
Werkbank (Hera safe, Kendro Laboratories). Probentrager fur Messungen im Fluo-
reszenz-Korrelations-Spektrometer (FCS) wurden unter der Werkbank mit infektiésen
Material befullt und verschlossen.

Zur Dekontamination wurde der Festabfall in doppelte Lagen Polyamid-
Vernichtungsbeutel (Greiner) fir vier Stunden bei 134 °C in wassergesattigtem
Dampf autoklaviert. Flissigabfall wurde auf 2 M Natronlauge (NaOH) eingestellt, min-
destens 24 Stunden inkubiert und anschlieBend mit Salzsaure (HCI) neutralisiert
oder unter den oben genannten Bedingungen autoklaviert.

Nicht autoklavierbare Gerate und Kivetten wurden fir mindestens eine Stunde in
1 M NaOH eingelegt und dann mit 10 mM NaPi, pH 7,2 neutralisiert.

Gewebematerial und aufgereingte BSE-Proben

Hirngewebe von Scrapie-infizierten bzw. BSE-infizierten Tieren sowie nicht-infizierten
Kontrolltieren wurde uns freundlicherweise zur Verfligung gestellt von:

Tab. 2.1 Quellen der Gewebeproben

Material Spezies Institut
Hirngewebe Syrischer RKI Berlin, D (M. Beekes)
Goldhamster &
UCSF, San Francisco, USA (S. Prusi-
ner)
medulla oblongata Gewebe Rind VLA Weighbridge, GB (R. Jackmann)
&

Bundesforschungsanstalt fir Virus-
krankheiten der Tiere, Insel Riems

aufgereinigte BSE-Proben mit Rind VLA Weighbridge, GB (R. Jackmann)
Negativkontrollen
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2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien entsprechen, wenn nicht anders erwahnt, dem Rein-
heitsgrad ,pro analysi®. Zum Ansetzen von Losungen wurde hochreines ,Milli-Q-
Wasser” verwendet, welches von der hauseigenen Aufreinigungsanlage mit nachge-
schaltetem Wasseraufarbeitungssystem EPA Est. 41237-MA-1 (Millipore GmbH, Neu
Isenburg) gefiltert wurde. Dieses wird im folgendem als H,Ogeion. bezeichnet.

2.2 Puffer und Losungen

PBS (Phosphatpuffer)

0,2 g/l KCI
0,2 g/l KH,PO,
8 g/l NacCl

1,15 g/l Na,HPO,
PBS wurde von der Firma PAA Laboratories (Pasching, Osterreich) bezogen.

NaPi (Natriumphosphatpuffer)

100 mM  NayHPO4
100 mM NaH2PO4
wurden durch Titration auf den pH-Wert von 7,2 eingestellt.

TBST (Tris Buffered Sodium Tween)

10 mM  Tris/HCI pH 8,0
150 mM NaCl
0,01 % Tween 20

Bicarbonatpuffer (10x)

1 M N&zCOg
1M NaHCO3;
wurden durch Titration auf den pH-Wert von 8,3 eingestellt.
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2.3 Proteingelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe einer denaturierenden, diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Laemmli
(1970) konnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die
Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll von Sambrook et al. (1989) in einer Hoefer
SE 600 Gelelektrophoresekammer von Pharma Biotech (San Fransisco, USA) mit
vertikalen Plattengelen. Zunachst wurde ein 12%iges Trenngel gegossen und mit I-
sopropanol tberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol ab-
gegossen und ein 3%iges Sammelgel auf das Trenngel geschichtet.

Die Proben wurden 1:1 mit Auftragspuffer gemischt und 5 Minuten bei 100 °C inku-
biert. Die Elektrophorese erfolgte fir 30 Minuten bei 180 V und dann fur ca. zwei bis
drei Stunden bei 210 V. Zur Molekulargewichtsbestimmung der Probe wurde ein
Marker mit Proteinstandard (Tab. 2.2) aufgetragen.

Acrylamid-Stammldsung (30 : 0,8)

30 % Acrylamid
0,8 % N,N’- Methylenbisacrylamid

Die L6sung wurde fur mindestens 30 Minuten mit Amberlite MB3 gerihrt, um die freie
Acrylsaure zu binden, und anschlie3end filtriert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

10 x Gelelektrophoresepuffer nach Laemmli
0,25 M Tris/HCI pH 8,3
19 M Glycin
ad 2 | HZOdeion.

Bei der Elektrophorese wurde eine 1:10-Verdlinnung eingesetzt, der anschliel3end
SDS bis zu einer Endkonzentration von 0,1 % zugesetzt wurde.

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 0,5M Tris/HCI, pH 6,8
3 % Acrylamid/Bisacrylamid (30 : 0,8)
0,1 % SDS (Natriumdodecylsulfat)
0,1 % TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)
0,1 % APS (Ammoniumperoxodisulfat)

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 Rainbow™ Molekulargewichtsmarker von Amersham Pharmacia Bio-
tech verwendet.

Tab. 2.2 Molekulargewichte des Proteinstandards

geféarbte Proteine Molekulargewicht

[kDa]

Lysozym 14,3
Trypsin-Inhibitor 20,1
Carboanhydrase 30,0
Ovalbumin 45,0
Rinderserumalbumin 66,0
Phosphorylase b 97,0
Myosin (H-chain) 220,0

2.4 Semi-Dry-Blot (Western-Blot)

Beim Western-Blot werden die Proteine nach SDS-PAGE (Kap. 2.3) auf eine Polyvi-
nylflourid- (PVDF)-Membran ubertragen. Hier wurde eine PVDF-Membran (Millipore
GmbH, Neu Isenburg) mit einer Porengréf3e von 0,45 um verwendet, was einem
Ausschlussvolumen von > 10 kDa entspricht. Das Trenngel, sechs Chroma-
tographiepapiere (Whatman, 3MM Chr) und die ethanolgetrankte PVDF-Membran
wurden in Laemmli-Puffer ohne SDS geschwenkt. Die ,Semi-Dry Electrophoretic
Transfer cell* (Biorad, Hercules, USA) wurde in der folgenden Reihenfolge von der
Kathode zur Anode aufgebaut: drei Chromatographiepapiere — PVDF-Membran —
Gel — drei Chromatographiepapiere. Der Transfer wurde fir eine Stunde bei
1,5 mA/cm? und maximal 25 V durchgefiihrt.
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2.5 Dot-Blot

Beim Dot-Blot Verfahren werden die Proben unter Vakuum auf eine Polyvinylfluorid-
(PVDF) Membran mit einer Porengrof3e von 0,45 pum Ubertragen. Durch ein an die
Dot-Blot-Apparatur mit 96 Probenlochern (S&S Minifold I, Schleicher & Schuell, Das-
sel) angelegtes Vakuum wurden die Proben auf die Membran gesogen. Zuvor wurde
die Membran mit Ethanol getréankt und zusammen mit einem Chromatographiepapier
in TBST-Puffer geschwenkt. Der Aufbau der Apparatur bestand aus unterer Kammer,
dem Chromatographiepapier, der Membran und der oberen Lochplatte. In die Pro-
benlécher wurden zundchst 100 pl H,Ogeion. VOrgelegt und anschlieRend die Probe
aufgetragen. Durch das Vakuum wurden die Proben durch die Membran gesogen,
wobei die Proteine auf die Membran Ubertragen wurden. AnschlielRend wurde einma-
lig mit H2Ogeion. gespult, so dass keine Probe an der Wand verblieb. Die Detektion der
Proteine erfolgte durch den in Kapitel 2.6 erlauterten immunologischen Nachweis. Da
fur die Antikdrpererkennung eine Denaturierung der Proteine nétig ist, wurde die
Membran funf Minuten in 1%iger KOH-LOsung geschwenkt.

2.6 Immunologischer Proteinnachweis

Zunachst wurden verbleibende freie Bindeplatze fir Proteine auf der PVDF-Membran
durch Schwenken der Membran in 5 % Milchpulver (Oxiod, Hampshire, England) in
TBST-Puffer fir eine Stunde (optional U. N.) abgesattigt. Die Membran wurde dann
kurz mit TBST-Puffer gewaschen.

Fur den spezifischen Proteinnachweis wurden die in Tab. 2.3 aufgelisteten Antikor-
per (AK) in den angegebenen Verdinnungen in gelést TBST-Puffer verwendet. Die
Membran wurde zwei Stunden (optional G. N.) in der Erstantikérper-Lésung bei
Raumtemperatur geschuttelt. Dann wurde zwei mal zehn Minuten mit TBST-Puffer
gewaschen, um ungebundenen Erstantikbrper zu entfernen. Danach wurde die
Membran fur ein bis zwei Stunden in der entsprechenden Zweitantikorper-Lésung bei
Raumtemperatur geschuttelt. Daraufhin erfolgte zweimaliges Waschen mit TBST-
Puffer fur je dreil3ig Minuten, um die Membran von ungebundenem Zweitantikorper
zu befreien.

Tab. 2.3 Antikdrper zum Nachweis denaturierter Prion-Proteine im Blot-System

Protein Erstantikdrper Verdinnung Zweitantikdrper Verdinnung
bovines PrP 6H4*" 1:5.000 RAM™ 1:5.000
SHa PrP 3F4*° 1:10.000 SAM™ 1:10.000

*1 6H4 (Prionics; Schweiz)

*? 3F4 (Kasscak et al., 1987)

3 RAM: Peroxidase-gekoppelter Kaninchen-anti-Maus AK (ICN Biomedicals, Inc, Aurora, Ohio)
“ SAM: Peroxidase-gekoppelter Schaf-anti-Maus AK (Amersham, Chalmont, GB)

Der Nachweis erfolgte mittels Chemolumineszenz-Reaktion (Abb. 2.1). Hierzu wurde
die Membran fiir eine Minute mit dem ECL-Plus™-Detektions-Reagenz (Amersham
Bioscience, Buckinghamshire, UK) benetzt. Hierbei wird durch die Zweitantikdrper-
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gebundene Peroxidase die Oxidation von Luminol im alkalischen Medium katalysiert.
Luminol zeigt bei alkalischer Oxidation mit H,O, starke Lumineszenz. Die Lumines-
zenz wurde nach einer Expositionszeit von 30 Sekunden bis zehn Minuten mit Ront-
genfilmen (Hyperfilm™ ECL, Amersham, Buckinghamshire, GB) detektiert.

H Peraxide + HRP

O ‘
N H

| buffer
CH, Pearaxide, CHy
{Acridinum astar)

/ 3 R /
Lighl ~—— i . |
||q H H F

CH o F
{exciled product) ¢

Abb. 2.1 Chemolumineszenzreaktion
Reaktionsmechanismus fiir den immunologischen Proteinnachweis

2.7 Silberfarbung von Proteingelen

Mit Hilfe der Silberfarbung von Proteingelen nach Heukeshoven und Kollegen (1986)
kann eine Nachweisempfindlichkeit von 50 ng Protein pro Bande erreicht werden.
Die Silberfarbung erméglicht eine qualitative, jedoch keine quantitative Aussage uber
die nachgewiesenen Proteine zu.

Fixierung: 50 % Ethanol, 10 % Essigsaure 20 min (optional G.N.)
Waschen: 10 % Ethanol, 5 % Essigsaure 10 min
Oxidation: 0,05 % Natriumcarbonat 1 min

0,15 % Kaliumhexacyanferrat
0,3 % Natriumthiosulfat

Waschen: H20Ogeion. 3 x 20 min
Farben: 0,012 M Silbernitrat 20 min
Waschen: H2Ogeion. 2 x5 min
Entwickeln: 3 % Natriumcarbonat nach Bedarf

0,02 % Formaldehyd

Stop: 1 % Essigsaure 10 min
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2.8 Homogenisierung von Hirngewebe

Bei Verwendung von Hamsterproben wurde das komplette Hirn homogenisiert.
Samtliche Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt und die Puffer auf 4 °C vorgekihilt.
4 ml PBS mit Proteinase-Inhibitor-Mix (complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche, Mannheim) wurden auf ein Gramm Hirngewebe gegeben
und 30 Sekunden mittels Homogenisator (PowerGen 125, Fisher Scientific) auf der
niedrigsten Leistungsstufe und anschlie3end noch zweimal 30 Sekunden auf der
hdchsten Leistungsstufe homogenisiert. Anschlieend wurden 5 ml PBS mit 4 %
Sarkosyl auf das Homogenat gegeben und weitere drei mal fur 30 Sekunden auf der
niedrigsten Leistungsstufe des PowerGen-Homogensators homogenisiert, so dass
ein 5%iges Hirnhomogenat (w/v) in PBS mit 2 % Sarkosyl resultierte. Das Homoge-
nat wurde eine Minute bei 5.000 x g zentrifugiert, um grobe Gewebefragmente abzu-
trennen. Der Uberstand wurde als Hirnhomogenat eingesetzt.

Bei Rinderhirnproben wurde nur die medulla oblongata, auch als verlangertes RU-
ckenmark bezeichnet, verwendet. Die medulla oblongata ist der letzte Teil des Ge-
hirns, der in das Ruckenmark tbergeht. Die Homogensierung wurde analog der
Hamsterproben durchgefuhrt, nur wurde PBS mit 8 % Sarkosyl anstatt mit 4 % ein-
gesetzt, so dass ein 5%iges Homogenat (w/v) in PBS mit 4 % Sarkosyl resultierte.
Die Homogenate wurden entweder direkt verwendet oder bei -70 °C gelagert.

Als einheitliche Grol3e zur Bestimmung der eingesetzten Hirnmenge wird im Folgen-
den die Einheit Gramm-Aquivalent (gA) benutzt. Ein Gramm-Aquivalent entspricht
der Menge, welche zuvor aquivalent zu einem Gramm Hirn-Gewebe war.

2.9 NaPTA-Féallung

Die Aufreinigung mittels NaPTA-Féallung erfolgte in modifizierter Weise nach dem
Protokoll von Safar und Kollegen (1998). Fur die NaPTA-Fallung wurden 500 ul Hirn-
homogenat auf 50 U/ml Benzonase (Merck, Darmstadt) und 1 mM MgCl, eingestellt
und fur 45 min bei 37 °C geschuttelt. Anschlieend wurde das Homogenat auf
0,25 % NaPTA (Phosphotungtic acid sodium salt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) und 10,6 mM MgCl, eingestellt und im Fall von Hamsterproben uber
Nacht, bei Rinderproben fir vier Stunden bei 37°C geschittelt. Der Fallungsansatz
wurde anschlieRend fur 30 min bei 14.000 x g zentrifugiert und Uberstand und Pellet
getrennt. Das Pellet wurde mit 200 pl PBS 250 mM EDTA pH8 bei 37°C fur 30 min
geschattelt und anschlief3end bei 14.000 x g fur 30 min zentrifugiert. Dieser Wasch-
schritt kann optional mit PBS 50 mM EDTA 0,1 % Sarkosyl wiederholt werden.

2.10 Thioflavin-Test

Thioflavin T (ThT - Abb. 2.2 A) ist ein urspringlich in der Histologie genutzter Thiazol-
farbstoff. Zu den farbbaren Strukturen gehdéren Mucopolysaccharide, Nukleinséduren
und insbesondere eine Reihe von Einschluss-Strukturen amyloider Fibrillen. ThT
weist dabei durch die Bindung an amyloide Proteinstrukturen charakteristische Ande-



2. Material und Methoden 28

rungen seines Fluoreszenzspektrums auf. Diese zeigen sich durch batho- und hy-
perchrome Verschiebungen der Fluoreszenz des ThT/Amyloid-Komplexes gegen-
Uber dem freien Farbstoff (Abb. 2.2 B-C) (LeVine, 2003).

C
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«e-+-- amission Ao = 482 nm
he=342 | emission
by =442 nm
w1
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Abb. 2.2 Thioflavin-Test
A) Struktur von Thioflavin T
B) Fluoreszenzspektren von freiem ThT
C) ThT/Fibrillen-Komplex

Zur Charakterisierung der mittels NaPTA-Fallung aufgereinigten Proben wurden
2,5x107 gA in PBS suspendiert und in den Thioflavin-Test eingesetzt. Dazu wurden
die Proben in einer 96-Well-Platte auf 5 uM Thioflavin eingestellt und Fluoreszenz-
spektren (Excitation: 445 nm; Emmision: 455-660 nm) im Fluorimeter Tecan SAFIRE
(Tecan GmbH, Crailsheim) aufgenommen.

2.11 Proteolyse mittels Proteinase K

Zur Bestimmung des Anteils Proteinase K-resistenten PrPs wurde die jeweilige Pro-
be soweit nicht anders beschrieben auf eine Proteinase K - Konzentration (Boehrin-
ger Mannheim GmbH) von 5 pg/ml eingestellt und fur eine Stunde bei 37 °C
geschattelt. Die Proteolyse wurde durch Zugabe dem der Probe entsprechenden Vo-
lumen Auftragspuffer mit 5 mM PMSF und fiinfminttiges Kochen gestoppt.

600
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2.12 Praparative Ultrazentrifugation

Proteinaggregate kbnnen mittels eines Saccharose-Gradienten nach ihrer Dichte ge-
trennt werden. Hierzu wurde in einem Zentrifugen-Rohrchen (Beckman Instruments
Inc, Palo Alto, USA) ein Saccharose-Gradient stufenweise mit je 300 ul Saccharose-
l6sung mit 45 % - 30 % - 25 % - 20 % -15 % - 10 % hergestellt und mit der Probe U-
berschichtet. Die Zentrifugation erfolgte fir eine Stunde bei 4°C bei 200.000 x g
(TLS-55 Rotor, Beckman Optima TM TL Ultrazentrifuge, Palo Alto, USA). Im An-
schluss wurde der Gradient zu Proben mit einem Volumen von je 200 pl fraktioniert
abgenommen und untersucht. Die Saccharosekonzentrationen der resultierenden
Fraktionen wurden mit Hilfe eines Refraktometers (Bausch und Lomb, USA) be-
stimmit.

2.13 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Die Fluoreszenzmarkierung von Proteinen erfolgte tGber eine kovalente Bindung des
Succinimidylesters des Farbstoffs an freie Aminogruppen. Als Farbstoff dienten Ale-
xa-488 und Alexa-633 (Molecular Probes, Oregon, USA).

Im Markierungsansatz wurden 25 bis 50 ug Protein (hier ganze Antikorper oder Fab-
Fragmente) und 5 pg Fluoreszenzfarbstoff (hier Alexa 488 und Alexa 633) einge-
setzt. Der Ansatz wurde mit 10x Bicarbonatpuffer auf 1x Bicarbonatpuffer eingestellt.
Die Reaktionsansatze wurden fir zwei Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln in-
kubiert, wobei der Reaktionsansatz mehrfach gemischt wurde. Anschlielend wurde
der Ansatz bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Die Abtrennung des freien Farbstoffs er-
folgte mittels GréfRenausschluRverfahren in Zentrifugenréhrchen (Biomax Ultrafree,
10 kDa, Millipore, Bedford, USA) durch Zentrifugationsschritte bei 14.000 x g und
10 °C fur jeweils 1,5 Stunden. Diese enthalten Membranen mit einem Ausschlul3vo-
lumen von 10 kDa. Beim GréRenausschluR3verfahren passiert der freie Farbstoff die
Membran, wahrend die markierten Proteine zuriickgehalten werden. Der Ansatz wur-
de achtmal mit jeweils 450 pl 100 mM Natriumbicarbonatpuffer pH 8,3 gewaschen.

2.14 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

2.14.1 Prinzip der FCS-Messungen

Das analytische Konzept der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie wurde vor
mehr als 25 Jahren entwickelt (Ehrenberg & Rigler, 1976). Mit der Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie kann man die Diffusionszeit von autofluoreszenten oder
fluoreszenzmarkierten Molekilen in Losungen geringer Konzentration (im nanomola-
ren Bereich) bestimmen. Basierend auf den Diffusionszeiten kann auf das Moleku-
largewicht der Molekiile oder Aggregate zurlickgeschlossen werden. Das Prinzip der
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie greift auf eine statistische Auswertung von
Fluoreszenzfluktuationen zurtick, welche auf der Brownschen Molekularbewegung
beruhen.
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In einem Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometer (FCS) wird ein Laser Uber einen
Farbteiler in die Probe fokussiert. Die Fluorophoren, im Idealfall genau eins, die sich
zu diesem Zeitpunkt in dem ausgeleuchteten Volumenelement befinden, werden an-
geregt. Die Fluoreszenz, die zuriickgestrahlt wird, kann tUber einen Photomultiplier
detektiert werden. Mit Hilfe der konfokalen Abbildungstechnik wird das detektierte
Fluoreszenzlicht durch eine Lochblende auf ein kleines Volumen von weniger als ei-
nem Femtoliter beschrankt. Dies entspricht etwa dem Volumen einer E. coli-Zelle.

Die Fluoreszenzintensitat im Beobachtungsvolumen wird in Abhangigkeit von der
Zeit gemessen. Somit kann die Diffusion der Molekule in Form von Fluoreszenzfluk-
tuationen beobachtet werden. Aus dem Intensitatssignal lasst sich anhand der Auf-
enthaltsdauer des Teilchens im Beobachtungsvolumen die Diffusionszeit berechnen
und aus der Amplitude die Anzahl der Teilchen bestimmen. Diese Werte werden mit
Hilfe der statistischen Methode der Autokorrelation berechnet. Die Autokorrelations-
funktion (Gl. 2.1) stellt die Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat als Funktion der
Diffusionszeit und der Partikelzahl dar. Bei der Korrelationskurve wird die Korrelation
gegen die Zeit aufgetragen. Die Diffusionszeit kann aus der halben H6he abgelesen
werden (Abb. 2.3).

mit k = Strukturparmeter (Verhaltnis von Radius
und Héhe des Beobachtungsvolumens)
N = mittlere Anzahl der Molekiile im
G(z')=1+i 1 et Beleuchtungsfokus
N r K? - 74 7 =Korrelationszeit
1+a T4 = Mittlere Diffusionszeit der Molekiile durch
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Abb. 2.3 Schematische Darstellung des FCS- Mess- und Auswertungssystems

(nach Boomen et al., 1999)
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2.14.2 Fluoreszenz-Intensitats-Distributions-Analyse

Ein weiterer Parameter, der neben der Diffusionszeit zur Charakterisierung eines Mo-
lekils genutzt werden kann, ist die spezifische Helligkeit des Molekiils, welche mittels
der Fluoreszenz-Intensitats-Distributions-Analyse (FIDA) ermittelt wird. Eine Analyse
der Fluoreszenzintensitat wurde 1990 von Qian vorgenommen (Qian, 1990). Als ex-
perimentelles Mal3 der spezifischen Fluoreszenzintensitat kann die Zahlrate der Pho-
tonen pro Molekul und Sekunde (cpms) angesehen werden. Diese errechnet sich
aus der Detektionseffizienz W(~r) im dreidimensionalem Raum nach:

cpms = IW (F)dr Gleichung 2.2

Vol

Bei konstanter Anregung ist diese Gro3e proportional zum Produkt aus Quantenaus-
beute und Absorptionsquerschnitt des Molekiils (Kask et al., 1999) und ist charakte-
ristisch fur das Molekul. Experimentell wird sie als Produkt der Korrelationsamplitude
und der Fluoreszenzintensitat bestimmt. Anhand der cpms lassen sich fluoreszieren-
de Molekule aufgrund ihrer relativen Helligkeit charakterisieren.

Im Falle einer Aggregation bzw. bei der Bindung fluoreszierender Molekile an vor-
handene Aggregate steigt die relative Helligkeit der Molekile. Vernachlassigt man
das Quenching der fluoreszierenden Molekile und deren Verdeckungseffekt im
wachsenden Aggregat, so ist die Steigerung der relativen Helligkeit proportional zur
Zahl der gebundenen Fluorophore. Dies kann aber in der Praxis nur zu einer groben
Abschatzung genutzt werden.

Wenn, wie in der vorliegenden Arbeit, keine genaue Charakterisierung der Intensi-
tatsverteilung gefordert wird, sondern lediglich intensiv fluoreszierende Komponenten
uber einen Schwellenwert detektiert werden sollen, lasst sich die Verteilung der de-
tektierten Photonen pro Messintegral als Histogramm darstellen (Abb. 2.4).
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A. Fluoreszenzfluktuationen
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Abb. 2.4 Fluoreszenzfluktuationen und Fluoreszenz-Haufigkeit-Verteilungen

A. Charakteristische Fluoreszenzfluktuationen von fluoreszenzmarkierten Einzelmolekulen und
hochfluoreszenten Aggregaten

B. Histogrammdarstellung der Haufigkeit (log N) des Auftretens relativer Fluoreszenzeinheiten im
Messintegral von fluoreszenzmarkierten Einzelmolekilen und hochfluoreszenten Aggregaten

2.14.3 FIDA-Scanning

Die Durchtrittszeit grof3er Molekule durch das konfokale Volumenelement kann durch
~>cannen” der Messlosung stark verkirzt werden. Damit I&sst sich bei geringer Kon-
zentration die Rate der Molekildurchtritte erheblich steigern. Auf diese Weise wird
die Messzeit, die man zum Detektieren einzelner Teilchen benétigt, verkirzt (Peter-
sen, 1986). Dass dies gerade bei der Suche nach Aggregaten erfolgreich eingesetzt
werden kann, konnte schon von Schéafer (2002) und Bieschke (2000) gezeigt wer-
den. Dabei wird eine theoretische Sensitivitatssteigerung mittels ,Scannen“ um das
sechsfache fir freie Diffusionsbewegungen berechnet. Der Gewinn an Sensitivitat
durch das "Scannen” steigt proportional zur Diffusionszeit der Partikel. Da die Aggre-
gate aber wahrscheinlich durch Adsorptions- und Sedimentationseffekte behindert
werden, kann der experimentell ermittelte Zuwachs an Sensitivitat deutlich groRer
sein.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten FCS Olympus 2 Strahl (Evotec, Hamburg) ist
ein Beamscanner implementiert, der es zuldsst, eine maanderférmige Bewegung des
Volumenelements durch die Probe zu vollziehen (Abb. 2.5).
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Abb 2.5 Schematische Darstellung des Messaufbaus unter Beamscanner-Einstellungen

Beim Olympus 2-Strahl FCS, Evotec, Hamburg, wird eine maanderférmige Bewegung des Volumen-
elements durch die Probe verwirklicht. Der einfallende Laserstrahl, sowie die detektierte Fluoreszenz,
werden Uber einen Spiegel geleitet (A). Dieser Spiegel fihrt eine zitternde Bewegung in horizontaler
Richtung aus (1 in der Abbildung B). Da sich der Tisch in vertikaler Richtung bewegt, wird so eine ma-
anderférmige Bewegung durch die Probe erzeugt.

2.14.4 Methode der kleinsten Quadrate nach Gaul3

Die Methode der kleinsten Quadrate nach Gaul3 ermdglicht es eine Ausgleichsgera-
den durch eine Messdatenfolge zu legen. Der mathematische Hintergrund ist, dass
die Summe der Quadrate der Abstande aller Punkte von der gesuchten Geraden mi-
nimal wird (Gleichungen 2.3).

y =a + bx n: Anzahl der Wertepaare
Xi: X-MeRwert des i-ten Wertepaares
yi: Y-MeRwert des i-ten Wertepaares
a:%(z Y —b-ZXi) i Laufindex von 1 bis n

(inyi)—[(zxi)r'](M]

b=

Gleichungen 2.3 Methode der kleinsten Quadrate nach Gaufl3
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2.145 Zweifarbenanalysen (2D-FIDA)

Bei der Zweifarbenanalyse (Schwille et al., 1997) wird die Fluktuation zweier Fluo-
rophore untersucht, deren Emissionsspektren mdoglichst wenig Uberlappen. Wenn
zwei Molekullspezies mit je einem dieser Fluorophore aneinander oder an einen ge-
meinsamen Interaktionspartner binden, entsteht eine Molektlspezies, die beide Fluo-
rophore 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 Mole-
kil gebunden sind. Somit enthalt das Kreuzkorrelationssignal keinen Triplettanteil
(Schwille et al., 1997).

Auch FIDA-Messungen sind mit einer Zweifarbenanalyse maoglich. Alle Molekilspe-
zies, beide Monomere und das Heterodimer, sind klar voneinander zu unterscheiden.
Im Falle eines Aggregationsprozesses wirden Aggregationen einer einzelnen Mole-
kilsspezies getrennt betrachtet werden kénnen. Im diagnostischen Ansatz kann da-
her durch 2D-FIDA die Spezifitat erhoht werden, da nur solche pathologische
Aggregate in die Auswertung eingehen an die zwei verschiedene fluoreszenzmar-
kierte Sonden gebunden sind (Schafer 2002).

2.14.6  Durchfuhrung der FCS-Messungen

Die FIDA-Messungen wurden am Olympus 2-Strahl FCS der Fa. Evotec durchge-
fuhrt. Nach einer Messung werden die Fluoreszenzfluktuationen automatisch in Fluo-
reszenz-Intensitat-Verteilungen umgerechnet und stehen nur in diesem Format zur
Verfigung. Die zeitlich aufgelosten Fluoreszenzfluktuationen stehen mit der Stan-
dard-Apparatur somit nicht mehr zur Verfigung. Um auf diese fur die Interpretation
der Daten jedoch relevante Information zugreifen zu kénnen, wurden die Daten durch
eine Rohdatenerfassungkarte (Evotec) geleitet, um eine Speicherung der Fluores-
zenzfluktuationsdaten zu maglich.

Als Probengeféale wurden Assay-Chips mit 28 Messwells (Evotec, Hamburg) ver-
wendet. Standardméaiig wurden die FIDA-Messungen fur 30 Sekunden, mit einer In-
tegrationszeit von 50 ps und den Beamscannereinstellungen (50 Hz mit einer
Amplitude von 100 pm und einer Tischbewegung von 1 mm), durchgefiihrt. Die Fluo-
reszenzintensitat wird vom Gerét in kHz ausgegeben.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte ein diagnostischer Ansatz fir den Nachweis von Prion-
Krankheiten entwickelt werden, welcher den Hauptbestandteil des Erregers das PrP
in seiner pathologischen Isoform (PrP°) direkt nachweist. Um Verluste an PrP*® zu
vermeiden, sollte der Nachweis ohne Verwendung eines proteolytischen Schrittes
madglich sein. Daher wurde zunéchst die quantitative Bedeutung der Proteolyse in
Bezug auf die verschiedenen PrP-Isoformen analysiert.

3.1 Untersuchungen zur Proteinase K - Resistenz von natirlichem
und krankheitsassoziiertem Prion-Protein

Die Eigenschaft der Proteinase K — Resistenz des Prion-Proteins in der pathologi-
schen Isoform, wird in den meisten kommerziellen Diagnosetests als krankheitsasso-
Ziierter Marker herangezogen. Es konnte jedoch von Safar und Kollegen (1998)
gezeigt werden, dass es pathologisches Prion-Protein gibt, welches nicht Proteinase
K resistent ist (senPrP*°). Der Anteil des senPrP*® am gesamten pathologischen PrP
schwankt zwischen verschiedenen Scrapie-Stammen von 5 % bis 95 %, war aber
zwischen verschiedenen infizierten Tieren des gleichen Scrapie-Stammes konstant.
Fur PrPBSE liegen Daten in Bezug auf das Verhaltnis von senPrP®5F zum gesamten
pathologischen PrP bisher nicht vor. Um zu untersuchen, wie es sich mit der Menge
an Proteinase K resistentem PrP bei BSE-infizierten Rindern (resPrP®5F) und im Ver-
gleich dazu bei Scrapie-infizierten Hamstern (resPrP>°) verhalt, wurden die folgenden
Versuche durchgefihrt.

3.1.1 Proteinase K - Konzentrationsreihen in Hirnhomogenat-Proben
von Hamster und Rind

Um zu testen, welche Proteinase K - Menge nétig ist, um das komplette PrP¢ aus
Hirnhomogenat-Proben abbauen zu kénnen, wurden Proteinase K - Konzentrations-
reihen in Hirnhomogenat-Proben von Hamstern und Rindern durchgefuhrt. Hierzu
wurde jeweils 10%iges (w/v) Hirnhomogenat mit Proteinase K - Konzentrationen von
1 bis 100 pg/ml Proteinase K fur eine Stunde bei 37 °C verdaut. Als Kontrolle wurde
jeweils eine Probe gleich behandelt, jedoch keine Proteinase K zugesetzt. Zur Analy-
se von Rinderproben wurde nur Gewebe aus der medulla oblongata verwendet, da
dort der Erreger wéahrend der BSE-Pathogenese als erstes in hohen Konzentrationen
nachgewiesen werden kann (Beekes et al., 1996). Bei Hamstern ist diese Region
sehr klein, so dass fur Experimente wenig Probenmaterial zur Verfligung stande.
Daher wurde bei Hamstern das gesamte Hirn verwendet.
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Als einheitliche Gréf3e zur Bestimmung der eingesetzten Hirnmenge wird im Folgen-
den die Einheit Gramm-Aquivalent (gA) genutzt. Ein Gramm-Aquivalent entspricht
der Menge, welche zuvor aquivalent zu einem Gramm Hirngewebe war.

In Abbildung 3.1 sind Western-Blot-Analysen der Proteinase K - Konzentrationsrei-
hen in nicht-infiziertem und infiziertem Hirnmaterial syrischer Goldhamster (SHa) so-
wie Rinder gezeigt. PrP>, PrP®SE als auch PrP® zeichnen sich nach SDS-PAGE mit
anschlieBender Western-Blot-Analyse durch drei charakteristische Proteinbanden
aus, welche aus den unterschiedlichen Besetzungsgraden der Glykolisierungsstellen
resultieren (Hope et al., 1986). Bei den Hamsterproben waren 1 pg/ml Proteinase K
ausreichend, um das PrP¢ des Hirnhomogenats komplett abzubauen (Abb. 3.1A).
Bei Proben von Scrapie-infizierten Hamstern ist die charakteristische Verkirzung von
resPrP*® auf ein Molekulargewicht von 27-30 kDa bei den mit Proteinase K behan-
delten Proben zu beobachten (Abb. 3.1B). Bei Proben, welche mit einer geringeren
Menge Proteinase K behandelt wurden, ist dagegen ein leichter Shift zu hoheren Mo-
lekulargewichten sichtbar.
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Abb. 3.1 Western-Blot-Analysen von Proteinase K - Konzentrationsreihen in Hamster-

und Rinderproben
Die Western-Blot-Analysen zeigen Proteinase K — Konzentrationreihen (1 — 100 pg/ml) in Hirnhomo-
genat (10% wi/v) von nicht-infizierten (A) und Scrapie-infizierten (B) Hamstern sowie nicht-infizierten
(C) und BSE-infizierten (D) Rindern. Es wurden jeweils 1,5 x 10 gA pro Probe fir die Western-Blot-
Analysen eingesetzt. Als Kontrolle wurde jeweils eine Probe gleichbehandelt jedoch keine Proteinase
K zugesetzt (-).

Die Western-Blot-Analyse der Proteinase K - Verdinnungsreihe in Rinderproben
zeigt, dass 2,5 pg/ml Proteinase K nétig waren, um PrP® in medulla oblongata Pro-
ben komplett abzubauen (Abb. 3.1C). Im Falle von BSE-infizierten Rindern trat bei
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Proteinase K behandelten Proben erwartungsgemafd die spezifische Verkirzung zu
resPrP auf (Abb. 3.1D). Beim Vergleich von Proben nicht-inifizierter Rinder mit Pro-
ben BSE-infizierter Rinder, welche mit geringen Proteinase K - Mengen (1 ug/ml) be-
handelt wurden, wurde zunachst auffallig, dass das bovine PrP° in nicht-infizierten
Proben eine prominente verkiirzte PrP-Bande aufweist. Proteinase K - resistentes
PrPBSE weist zwar im Vergleich ein etwas héheres Molekulargewicht auf (Abb. 3.1D),
dennoch ist hier Potential fir die Verwechslung mit pathologisch-assoziiertem
resPrP®E gegeben. Hieraus ist zu schlieBen, dass bei der Proteolyse des natirli-
chen PrP® auch ein verkiirztes Zwischenprodukt auftritt.

Um beurteilen zu kénnen, wie sich die Proteolyse auf andere Proteine in den Hirn-
homogenat-Proben auswirkt, wurden gleichbehandelte Proben mittels SDS-PAGE
und anschlieRender Silberfarbung auf den Gesamtproteingehalt untersucht
(Abb. 3.2). Mit steigender Proteinase K - Konzentration nimmt der Gesamtproteinge-
halt ab. Hier wird deutlich, dass bei einer Proteolyse mit 1 pug/ml Proteinase K in
Hirnhomogenat zwar groRe Teile der Proteine abgebaut wurden, jedoch bei weitem
nicht alle. Fur die Silbergelanaylse wurden jeweils 5x10° gA Hirnhomogenat einge-
setzt, so dass die resPrP-Banden nicht detektierbar sind, da die PrP-Mengen unter
der Nachweisgrenze der Farbung liegen.
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Abb. 3.2 Silberfarbung nach SDS-PAGE einer Proteinase K - Konzentrationsreihe in
nicht-infizierten und Scrapie-infizierten Hamsterhirnhomogenaten

Die Silberfarbung nach SDS-PAGE zeigt eine Proteinase K — Konzentrationsreihe (1 — 100 pg/ml) in

Hirnhomogenat (10 % w/v) von nicht-infizierten und Scrapie-infizierten Hamstern, welche fir eine

Stunde bei 37 °C inkubiert wurden. Als Kontrolle wurde eine Probe ohne Zusatz von Proteinase K

gleichbehandelt (-). Es wurden jeweils 5 x10”° gA Hirnhomogenat pro Probe in der SDS-PAGE einge-

setzt.
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3.1.2 Untersuchung der Mengenvariationen an Proteinase K - resistenten
PrP in Hirnhomogenaten von Hamster und Rind

Um die Variationsbreite von resPrP-Mengen zwischen verschiedenen infizierten Tie-
ren zu untersuchen, wurde Hirnhomogenat verschiedener Scrapie-infizierter Hamster
und BSE-infizierter Rinder einer Proteolyse mit 5 pug/ml Proteinase K fir eine Stunde
bei 37 °C unterzogen und anschlieRend per Western-Blot-Analyse untersucht. Als
Kontrollen dienten Aliquots der jeweiligen Probe, welche mit Ausnahme der Protei-
nase -Zugabe gleichermal3en behandelt wurden. Diese Ansétze wurden flr Scrapie-
infizierte und nicht-infizierte Hamster sowie BSE-infizierte und nicht-infizierte Rinder
vergleichend durchgefiihrt (Abb. 3.3).

Hierbei zeigte sich, dass die Menge an Proteinase K - resistentem PrP (resPrP) zwi-
schen verschiedenen Scrapie-infizierten Hamstern kaum variierte. In allen Proben
traten vergleichbar groRe Mengen an resPrP>¢ auf (Abb. 3.3A). Bei BSE-infizierten
Rindern war hingegen eine beachtliche Variationsbreite der resPrP® -Mengen zu
beobachten (Abb. 3.3B). Bei Rind 3 lag die potentiell vorhandene resPrP®>E-Menge
sogar unter der Nachweisgrenze des verwendeten Western-Blot-Systems, wohinge-
gen bei Rind 1 vergleichsweise groRe Mengen an resPrP®SF nachweisbar waren. Bei
den Negativkontrollen von Hamster- und Rinder-Proben war erwartungsgeman kein
resPrP nachweisbar. Hierbei soll darauf hingewiesen werden, dass die eingesetzte
Proteinase K - Menge von 5 pg/ml deutlich unter den in kommerziellen Tests durch-
schnittlich eingesetzten Proteinase K - Menge lag.

A. Hamster B. Rind

N v » ~ v
Vv & & &
%/A’ e"“éé |<’?A’A° &QA"Q
- +|- +

kDa| + - -l-[- +| + PK kDa|- +|

“Bglellg” ~ * 3

20

Abb. 3.3 Western-Blot-Analysen verschiedener infizierter und nicht-infizierter Hamster-
und Rinder-Proben nach proteolytischer Behandlung

Die Western-Blot-Analyse nach SDS-PAGE zeigt Hirnhomogenat-Proben (10 % w/v) von verschiede-
nen infizierten und nicht-infizierten Tieren, welcher einer proteolytischen Verdauung mit 5 pg/ml Prote-
inase K fur 1 h bei 37 °C unterzogen wurden (+). Als Kontrollen sind gleichbehandelte Proben jedoch
ohne Proteinase K - Zusatz aufgetragen (-). Es wurden jeweils 5 x10® gA Hirnhomogenat pro Probe in
der SDS-PAGE eingesetzt. In Abb. A sind die Analysen mit Scrapie-infizierten und nicht-infizierten
Hamsterproben in Abb. B mit BSE-infizierten und nicht-infizierten Rinderproben dargestellt.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass bei BSE-infizierten Rindern eine
groRe Variationsbreite der mittels Western-Blot-Analysen nachweisbaren resPrP®SE
Menge auftrat, wohingegen bei Scrapie-infizierten Hamstern (Scrapie Stamm 263 K)
kaum Unterschiede zwischen den detektierten resPrPS°-Mengen beobachtet werden
konnten. Dies belegt eindeutig die Notwendigkeit eine diagnostische Methode flr
BSE zu entwickeln, welche nicht auf die Verwendung eines proteolytischen Schrittes
angewiesen ist.

3.2 Aufreinigung von pathologischem Prion Protein aus Hirnge-
webe ohne Proteolyse

Das Prinzip der verwendeten Aufreinigung beruht auf einer selektiven Fallung von
Prion-Protein-Aggregaten und verfolgt folgende Ziele: i) Aufkonzentrierung des
PrP>¢; ii) Befreiung der Probe von stérenden Verunreinigungen; iii) Verzicht auf pro-
teolytische Behandlung; iiii) Trennung des pathologischen PrP>¢ von immer vorhan-
denem PrP®. Um diese Ziele zu erreichen, wurde ein Aufreinigungsprotokoll nach
Safar und Kollegen (1998) modifiziert. Die Modifikationen bestanden aus der Einfiih-
rung eines DNA/RNA Verdauungsschrittes durch den Zusatz von Benzonase, sowie
der Einfihrung von Waschschritten zur Erh6hung des Aufreinigungsgrades.

3.2.1 Aufreinigung von PrP°® aus Hamsterhirngewebe ohne Proteolyse

Zur Aufreinigung (Abb. 3.4) wurde Hamsterhirngewebe in PBS mit 2 % Sarkosyl un-
ter Einsatz eines Homogenisators (PowerGen 125, Fisher Scientific) zu 5 % (w/v)
Homogenat verarbeitet. Dieses wurde fur eine Minute bei 5.000 x g zentrifugiert, um
groRe Gewebefragmente zu sedimentieren. Dem Uberstand wurde Benzonase
(Merck, Darmstadt) zu einer resultierenden Konzentration von 50 U/ml zugesetzt, um
unter Schiutteln (45 Minuten bei 37 °C) DNA und RNA abzubauen. Danach wurde die
Probe auf 0,25 % NaPTA und 10,6 mM MgCl, eingestellt und der Fallungsansatz U-
ber Nacht bei 37° C geschittelt. AnschlielBend wurde der Ansatz fur 30 Minuten bei
14.000 x g zentrifugiert und Uberstand und Pellet getrennt. Das Pellet wurde mit
250 pl PBS 250 mM EDTA fur mindestens 30 Minuten bei 37 °C gewaschen und an-
schlieRend erneut fur 30 Minuten bei 14.000 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt
kann, wenn nétig mehrmals wiederholt werden. Der Einsatz von PBS 250 mM EDTA
pH 8 als Waschpuffer erbrachte einen erheblich grof3eren Aufreinigungseffekt, im
Vergleich zu bekannten Waschpuffern mit nur 50 mM EDTA, welche u.a. von Wad-
worth und Kollegen (2001) fur die PrP-Aufreinigung aus menschlichem Hirngewebe
von CJD-Patienten beschrieben wurden.
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Abb. 3.4 Schematische Darstellung des Aufreinigungsanséatzes ohne Proteinase K
mittels NaPTA-Fallung

Eine Western-Blot-Analyse der Aufreinigungsschritte der NaPTA-Fallung von Scra-
pie-infizierten und nicht-infizierten Hirnproben ist in Abb. 3.5 dargestellt. In der Pel-
letfraktion der Aufreinigung aus Hirngewebe des Scrapie-infizierten Hamsters war
eine grol3e PrP-Menge nachweisbar. Ein Vergleich mit der Pelletfraktion der Probe
des nicht-infizierten Hamsters, welche kein PrP aufwies, lasst den Schluss zu, dass
es sich beim PrP der Scrapie-infizierten Probe ausschlie3lich um pathogenes PrP
handelt. Darauf deutet auch die Proteinase K - Resistenz des grof3ten Teils des ge-
fallten PrPs hin. Abb. 3.5B zeigt, dass PrP° fast vollstandig im Uberstand verbleibt.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch die Fallung grol3e Teile des
vorhandenen pathogenen PrPs selektiv im Gegensatz zum natiirlichen PrP< aufkon-
zentriert werden konnten. In den Waschschritten trat dabei kein Verlust an pathoge-
nem PrP auf.
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Abb. 3.5 Western-Blot-Analyse der NaPTA-Fallung zur Proteinase K - freien Aufreinigung von
pathogenem PrP aus Scrapie-infiziertem Hamsterhirn

Die Western-Blot-Analyse nach SDS-PAGE zeigt jeweils gleiche Mengen (1x10° gA) der einzelnen
Aufreinigungsschritte der NaPTA-Fallung. HH: Hirnhomogenat-Ausgangskontrolle, U: Uberstand, W:
Waschschrittiiberstand, P: resultierendes Pellet. Von jedem Schritt sind jeweils Kontrollen, welche pro-
teolytisch fur eine Stunde bei 37 °C mit 5 ug/ml Proteinase K (PK) behandelt wurden (+) aufgetragen.
Die Aufreinigung ist einmal mit Scrapie-infiziertem Hirnhomogenat vom Hamster (A) und zum Ver-
gleich mit einer nicht-infizierten Hirnprobe (B) dargestellt.

Um den Aufreinigungseffekt der Féllung untersuchen zu kénnen, wurden die einzel-
nen Aufreinigungsschritte mittels SDS-PAGE mit anschliel3ender Silberfarbung un-
tersucht (Abb. 3.6). Fir jeden Schritt wurde die gleiche Menge an Hirnmaterial in
Grammaéquivalenten (2,5x10° gA) aufgetragen. Dabei ist der starke Aufreinigungsef-
fekt durch Vergleich des Ausgangsmaterials mit der Pelletfraktion ersichtlich (Abb.
3.6 A-B). Um beurteilen zu kénnen, wie sauber das resultierende Pellet im Bezug auf
andere Proteine ist, mussten komplette, aus der Fallung resultierende, Pellets
(2,5x1072 gA\) fiir eine Silbergel-Analyse eingesetzt werden (Abb. 3.6 C). Das fiir PrP
spezifische Bandenmuster ist im Fallungsansatz der Scrapie-infizierten Hamster als
prominente Banden von 33-35 kDa zu identifizieren. In den Negativkontrollen trat die-
ses Bandenmuster nicht auf, was mit den Western-Blot-Analysen korreliert, da hier
auch kein PrP® in den Pelletfraktionen nachgewiesen werden konnte. Es trat eine
weitere prominente Proteinbande, mit einem Molekulargewicht von 66 kDa auf, wel-
che nicht weiter analysiert wurde. Weiterhin sind einige weniger prominente Protein-
Banden zu sehen. Der Aufreinigungsgrad variierte zwischen gleich behandelten Pro-
ben aus bisher nicht geklarten Grinden z.T. erheblich, so dass der in Abb. 3.6 C ge-
zeigte Reinheitsgrad nicht immer erreicht werden konnte.
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Abb. 3.6 SDS-PAGE mit anschlie3ender Silberfarbung der NaPTA-Fallung zur
Proteinase K - freien Aufreinigung von pathogenem Prp*

Die Silberfarbung nach SDS-PAGE zeigt jeweils gleiche Mengen (2,5x10° gA) der einzelnen Aufreini-
gungsschritte der NaPTA-Fallung. Die Aufreinigung ist mit Scrapie-infiziertem Hirnhomogenat vom
Hamster (A) und zum Vergleich mit einer Hirnprobe eines nicht-infizierten Hamsters (B) dargestellit.
HH: Hirnhomogenat-Ausgangskontrolle, U: Uberstand, W: Waschschrittiiberstand, P: resultierendes
Pellet. Von jedem Schritt sind jeweils Kontrollen, welche proteolytisch fur eine Stunde bei 37 °C mit 5
pg/ml Proteinase K behandelt wurden (+) aufgetragen. In Abb. C sind jeweils gesammelte Pelletfrakti-
onen von unabhangigen Aufreinigungen zweier Scrapie-infizierter und zum Vergleich zweier nicht-
infizierter Hamsterhirnproben aufgetragen (2,5x107 gA).

Um die aus der Aufreinigung resultierenden PrP>¢-Mengen zu bestimmen, wurde der
PrP-Gehalt mittels Dot-Blot tber einen rekPrP-Mengenstandard bestimmt (Abb. 3.7).
Durch densitometrische Auswertung ergab sich, dass aus einem Gramm Hirngewebe
400 pg PrP>¢ mittels NaPTA-Féallung prapariert werden konnten. Literaturwerte besa-
gen, dass durchschnittlich 500 pg resPrP*® in einem Gramm Hirngewebe eines
Scrapie-infizierten Hamsters im terminalen Krankheitsstadium vorhanden sind (Lee
et al., 2000). Im Folgenden werden Hirngewebsproben, welche mittels NaPTA-
Fallung aufgereinigt wurden, im Fall von mit Scrapie-infizierten Hamstern als PrP>°-
Probe bzw. und bei nicht-infizierten Kontrolltieren als negSHa-Probe bezeichnet.

Abb. 3.7 Bestimmung der PrP*® Aus-
_ beute mit NaPTA-Fallung
gA  Der Dot-Blot zeigt einen rekPrP Men-
genstandard und eine Verdiinnungsrei-

PrP® he, des aus der NaPTA-Fallung
resultierenden PrP*° Pellets einer Scra-
pie infizierten Hamsterhirnprobe.

rekPrP ® O

Die PrP°-Proben und negSHa-Proben wurde mittels Thioflavin-Test in Hinblick auf
den amyloiden Charakter untersucht. Als fibrillare Positivkontrolle wurden 1,5 pg
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Fibrillen aus rekPrP eingesetzt. Die rekPrP Positivkontrolle wurde von Jan Stohr zur
Verfiigung gestellt und zuvor mittels Elektronenmikroskopie in Bezug auf den fibrilla-
ren Charakter bestatigt. Im Thioflavin-Test wurden 2,5x102 gA PrP*°-Probe und
negSHa-Probe eingesetzt (Abb. 3.8).

Es wird deutlich, dass die PrPS*-Probe nach Fallung amyloiden Charakter besitzt, da
das Fluoreszenzsignal des Thioflavin-Tests im Vergleich zur negSHa-Probe eine
funffache Erh6hung zeigt.

—— PrP*
—=— rekPrP-Fibrillen
Negativkontrolle

60000 -
50000 -
«— Pufferkontrolle
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Abb. 3.8 Thioflavin-Test des aus einer NaPTA-Féllung resultierenden Pellets

Im Thioflavin-Test wurden 2,5x102 gA PrP>°-Probe und negSHa-Probe eingesetzt. Die Scrapie-Probe
weist ein finfmal hdheres Fluoreszenzsignal im Vergleich zur Negativkontrolle auf, welches den amy-
loiden Charakter der Probe beschreibt.

3.2.2 Aufreinigung von Prp®sE

Rindes ohne Proteolyse
PBSE

aus medulla oblangata — Gewebe des

Die Aufreinigung von Pr aus medulla oblongata-Gewebe des Rinderhirns ohne
Proteolyse entspricht prinzipiell der in Kap.3.2.1 beschrieben PrP°-Aufreinigung aus
Hamsterhirn. Unterschiede bestehen hinsichtlich der Sarkosylkonzentration, welche
bei der Homogenisierung des medulla oblongata-Gewebes eingestellt wurden. Bei
Rindergewebe wurde im Gegensatz zum Hamster 4% Sarkosyl eingesetzt, da sich
bei geringeren Sarkosylkonzentrationen im Ausgangshomogenat die Aufreinigungs-
effizienz und die PrP®SE-Ausbeute in groBem MaRe verringerten. Zusatzlich wurde
die Fallungsdauer auf vier Stunden reduziert. Bei der Aufreinigung waren zwei
Waschschritte erforderlich, um einen fur nachfolgende FIDA-Messungen notwendi-
gen Reinheitsgrad zu erreichen.

In Abbildung 3.9 ist eine Western-Blot-Analyse der einzelnen Aufreiniungsschritte der
Fallung fur eine Gewebeprobe eines BSE-infizierten Rindes und einer Kontrollprobe
aus medulla oblongata —Gewebe abgebildet. Durch den Vergleich der mit Proteinase
K behandelten BSE-Hirnhomogenatkontrolle mit der nicht behandelten (Abb. 3.9 A)
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wird deutlich, dass die BSE-infizierte Probe nur einen geringen resPrP®E-Anteil ent-
hielt.

Bei der Negativkontrolle (Abb. 3.9 B) ist deutlich zu sehen, dass das komplette PrP®
im Uberstand verbleibt und das Pellet im Hinblick auf die Western-Blot-
Nachweisgrenze PrPC-frei ist. Im Fall der BSE-Probe waren im ersten Waschschritt
geringe PrP-Mengen nachweisbar. Der Vergleich der Pelletfraktionen der BSE-Probe
mit der Kontroll-Probe lasst den Schluss zu, dass es sich bei dem PrP im Pellet der
BSE-Probe um pathogenes PrP®°E handelte. Die Tatsache, dass diese Probe nur ei-
nen geringen resPrP®°E-Anteil aufweist, Iasst weiterhin den Schluss zu, dass dieses
PrP zum groRten Teil senPrP®E ist.

A B
BSE . negativ
HH us W1 W2 Pe % HH Us wi. w2 pe &
© o kD @@&
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Abb. 3.9 Western-Blot-Analyse der NaPTA-Fallung zur Aufreinigung von pathogenem Prp®st

aus medulla oblongata —Gewebe eines BSE-infizierten Rindes
Die Western-Blot-Analyse nach SDS-PAGE zeigt die jeweils angegebenen Mengen (2,5x10° —
1x107 gA) der einzelnen Aufreinigungsschritte der NaPTA-Féllung. Die Aufreinigung wurde mit BSE-
infiziertem medulla oblongata Gewebe vom Rind (A) und zum Vergleich mit einer nicht-infizierten Kon-
trollprobe (B) durchgefiihrt. HH: Hirnhomogenat-Ausgangskontrolle, US: Uberstand, W1-2: Wasch-
schrittiiberstand, P: resultierendes Pellet. Von jedem Schritt sind jeweils Kontrollen, welche
proteolytisch fur eine Stunde bei 37 °C mit 5 pg/ml PK behandelt wurden (+) aufgetragen. Als Kontrol-
le ist in beiden Fallen 200 ng bovines rekombinantes PrP(29-231) aufgetragen (rekPrP).

Um die PrP-Ausbeuten der Aufreinigung von PrP®SE bestimmen zu kénnen, wurde
eine vergleichende Dot-Blot Analyse der aus der NaPTA-Fallung resultierenden Pel-
lets durchgefuhrt. Hierzu wurden jeweils Pellets der Aufreinigungen aus BSE-Proben
im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollproben analysiert und die Ausbeute hinsicht-
lich verschiedener Waschschrittkombinationen gezeigt (Abb. 3.10). Dabei stellte sich
heraus, dass sich durch die Waschschritte mit PBS 250 mM EDTA pH 8 im Gegen-
satz zu Waschschritten mit PBS 50 mM EDTA 0,1 % Sarkosy! die Ausbeuten erheb-
lich steigern lie3en. Auch traten nur geringe PrP-Verluste bei der Durchfiihrung von
zwei Waschschritten gegentiber einem auf.

In Proben nicht-infizierter Rinder war, wie auch bei den Hamsterproben kein PrP€ in
der Pelletfraktion der Fallung nachweisbar.

Somit konnte gezeigt werden, dass sich mittels Proteolyse-freier NaPTA-Fallung
15 pg pathologisches PrP®F aus einem Gramm medulla oblongata eines BSE-
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infizierten Rindes aufreinigen lieBen. Dies entspricht einer mehr als 35fach geringe-
ren Menge als dies bei Fallungen von PrP*¢ aus Hamsterhirnen der Fall ist.

Im Folgenden werden medulla oblongata - Proben, welche mittels NaPTA-Fallung
aufgereinigt wurden, bei mit BSE-infizierten Rindern als PrP®SE-Probe und bei nicht-
infizierten Kontrolltieren als negBov-Probe bezeichnet.

ein Waschschritt zwei Waschschritte
EDTA  Sarkosyl EDTA Sarkosyl R
o

BSE N BSE N BSE N BSE N ¢

6*10°gA @ - ¥

75n
2*10%5gA @ = 9

30 ng
6'104QA 10 ng

Abb. 3.10 Bestimmung der PrP®°F Ausbeute mittels NaPTA-Féllung

Der Dot-Blot zeigt Verdinnungsreihen resultierender Pellets aus NaPTA-Fallungen von BSE-
infizierten (BSE) und nicht-infizierten (N) medulla oblongata Homogenaten von Rindern. Es wurden
jeweils 6x10° — 6x10™ gA eingesetzt. Bei den Fallungen wurden jeweils die Waschschritte in Bezug
auf Haufigkeit: ein Waschschritt und zwei Waschschritte sowie Waschpufferbedingungen variiert. Als
Waschpuffer wurden zum einen PBS 250 mM EDTA pH 8 (EDTA) und zum anderen PBS 50 mM ED-
TA 0,1 % Sarkosyl (Sarkosyl) eingesetzt. Als Mengenstandard dient eine Verdinnungsreihe (10-200
ng) aus bovinem rekombinaten PrP.

Von Roy Jackman (VLA England) wurde freundlicherweise auch ohne proteolytische
Behandlung aufgereinigtes PrP®5F-Material zur Verfiigung gestellt. Die Aufreini-
gungspellets wurden ebenfalls in Bezug auf die Ausbeute mittels Dot-Blot-Analyse
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Ausbeute bei dieser Aufreinigung
2,5 — 5 pg PrP®SF aus einem Gramm medulla oblongata betragt (Abb. 3.11).

200 100 50 25 10 ng
bov rekPrP ® o %

Negativ

BSE @ @ @ o e
® & o o o

Abb. 3.11 Bestimmung der PrP®F Ausbeute mittels Aufreining nach Jackman

Der Dot-Blot zeigt 2x107 gA von je 10 Aufreinigungspellets BSE-infizierter (BSE) und nicht-infizierter
(Negativ) medulla oblongata-Proben des Rindes. Als Mengenstandard dient eine Verdiinnungsreihe
(10-200 ng) aus bovinem rekombinaten PrP
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3.3 Etablierung einer FIDA-Auswertungsmethode

Mit der Methode der Fluoreszenz-Intensitats-Distributions-Analyse (FIDA) kénnen
héhere Proteinaggregate in Losung nachgewiesen werden. Dazu werden die Aggre-
gate durch fluoreszierende Sonden markiert und anschlieBend im Fluoreszenz-
Korrelations-Spektrometer gemessen. Dabei wird ein Laserstrahl in die Probe fokus-
siert und mittels konfokaler Abbildungstechnik die Fluoreszenzfluktuation in einem
Volumen von einem Femtoliter detektiert. In aggregathaltigen Proben treten im Ver-
gleich zu Proben ohne Aggregate hochfluoreszente Intensitatspeaks auf. Somit kon-
nen einzelne Aggregate in Losung nachgewiesen werden (vgl. Kap. 2.14). Bei einer
Fluoreszenz-Intensitats-Distributions-Analyse (FIDA) wird die Verteilung der mittels
des FCS detektierten Photonen pro Messintegral als Histogramm der Fluoreszenzin-
tensitatshaufigkeiten dargestellt. Wird ein Laser eingesetzt und somit eine Sonde un-
tersucht spricht man von 1D-FIDA. Durch die Nutzung von zwei Lasern kénnen zwei
Sonden unabhéangig voneinander beobachtet und die Signale kreuzkorreliert werden
(2D-FIDA). Der Ansatz der 2D-FIDA wurde von Schafer (2002) erfolgreich zum Nach-
weis von resPrP*¢-Aggregaten angewandt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein diagnostischer Ansatz zum Nachweis von patho-
genen Prion-Aggregaten ohne Proteolyse entwickelt werden, wobei auf die Nach-
weis-Methodik mittels 2D-FIDA zurtickgegriffen wurde. Da zu diesem Zweck keine
genaue Charakterisierung der Intensitatsverteilung (siehe Kap. 2.14) der FIDA-Daten
erforderlich ist, sondern lediglich intensiv fluoreszierende Komponenten tber einem
Schwellenwert detektiert werden sollen, wurde eine Auswertemethode zur Quantifi-
zierung der aggregatspezifischen Signale etabliert. Dabei werden die mittels FCS de-
tektierten Fluoreszenzintensitatsfluktuationen (Abb. 3.12. A), wie beschrieben als
Histogramm der Fluoreszenzintensitatshaufigkeiten dargestellt (Abb. 3.12 B).

Um das Auftreten von Aggregaten nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ
bestimmen zu koénnen und eine Verringerung der Datenkomplexitat zu erreichen,
wurde folgende Auswertungsmethodik entwickelt. Das Verfahren soll das Hinter-
grundsignal, welches durch monomere fluoreszierende Sonden verursacht wird, von
aggregatspezifischen Signalen trennen und die aggregatspezifischen Signale quanti-
fizieren. Dazu wird der erste Wendepunkt nach dem Maximum der Fluoreszenz-
Intensitats-Haufigkeits-Verteilung bestimmt. Nachfolgend wird anhand der Methode
der kleinsten Quadrate nach Gaul3 (Kap. 2.14) eine Ausgleichsgerade durch die
Messwerte um den Wendepunkt berechnet. Zur mathematisch Ermittlung der Aus-
gleichsgeraden fordert man, dass die Summe der Quadrate der Abstéande aller Punk-
te von der gesuchten Geraden minimal wird. Der Schnittpunkt der
Ausgleichsgeraden mit der x-Achse wird als Schwellenwert (cut off) gewéhlt, um Flu-
oreszenzintensitaten, die durch ungebundene Sondenmolekile verursacht werden,
von denen durch hochmarkierte Aggregate verursachten zu trennen. Alle Signale
oberhalb des so bestimmten ,cut off* wurden summiert, um eine quantitative Gréf3e
fur die aggregatspezifischen Signale zu erhalten (Abb. 3.12 B). Im Falle von Mes-
sungen mit zwei verschieden markierten Sonden (2D-FIDA) stellte sich empirisch
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heraus, dass als der x-Wert des Wendepunkts selbst als ,cut off* besser geeignet
war, um die spezifischen Signale vom Hintergrundsignal zu trennen. Bei 2D-FIDA-
Messungen wurden nur Messwerte Uber den jeweiligen ,cut offs" beider Messkanéle
summiert (Abb. 3.12 C).

Jede Probe wurde mehrmals gemessen und die Mittelwerte der Summen gebildet.
Zu diesen Auswertemethoden wurden freundlicherweise von Andreas Wilm (Arbeits-
gruppe Bioinformatik, Institut fr physikalische Biologie, Heinrich Heine Universitat
Dusseldorf) Auswerteprogramme entwickelt, die unter Linux als Tcl-Skripte arbeiten.
Somit stehen anwendbare Programme zur automatisierten Datenauswertung von

FIDA-Daten zur Verfiigung.
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von Aggregaten in Lésung mittels
FIDA und Auswertung von 1D-
und 2D-FIDA-Daten

Bei FIDA-Messung fluoreszenz-
markierter Sonden, treten nur gerin-
ge Intensitaten in den Fluores-
zenzfluktationen auf. Binden Sonden
an spezifische Aggregate, sind
hochfluoreszente Aggregate die
Folge, welche hohe Intensitaten im
Vergleich zu monomeren Sonden
erzeugen. Diese machen sich durch
Peaks in den detektierten Fluores-
zenzfluktuationen bemerkbar (A).
Werden die Haufigkeiten dieser Flu-
oreszenzintensitaten (log N) nun in
ein Histogramm Uberfiihrt, kann eine
quantitative Auswertung dieser ho-
hen Intensitaten, welche durch die
Aggregate erzeugt werden, vorge-
nommen werden. Dazu wird mittels
der Methode der kleinsten Quadrate
nach Gaul} eine Ausgleichgerade
durch die Messwerte um den Wen-
depunkt berechnet und der Schnitt-
punkt der Gerade mit der x-Achse
als ,cut off* definiert. Alle Werte tUber
dem ,cut off* werden summiert und
die Summe als quantitative Grol3e
zur Beschreibung der Aggregatan-
zahl herangezogen (B). Bei 2D-
FIDA-Messungen wird jeweils der x-
Wert des Wendepunktes der 1D-
Verteilung als ,cut off* herangezo-
gen. Nur Werte Uber beiden cut offs
werden summiert und als quantitati-
ve Grol3e fur spezifische Aggregate
herangezogen (C).
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3.4 Screening verschiedener PrP-bindender Antikdrper als Sonde
zur Detektion pathologischer PrP-Aggregate via FIDA

Um native pathologische Prionaggregate in Losung mittels FIDA-Messungen nach-
weisen zu kdnnen, missen Sonden gefunden werden, welche Affinitat zur nativen
PrP>-Isoform besitzen. Hierzu wurden verschiedene PrP-bindende Antikérper fluo-
reszenzmarkiert und in FIDA-Messungen mit PrP%°-Proben bzw. PrP®**—Proben ein-
gesetzt.

Von Schéafer (2002) konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz von zwei Son-
den in 2D-FIDA-Messungen unspezifische Hintergrundsignale reduziert werden kon-
nten. Daher wurden jeweils zwei Sonden, bei denen eine Affinitat zur PrP>°-Isoform
gefunden wurde, in Kombination in 2D-FIDA-Messungen eingesetzt, um eine geeig-
nete Sondenkombination bestimmen zu kdnnen. Dabei war es wiinschenswert, dass
die Sonden (z.B. Antikdrper) verschiedene Epitope des Prion-Proteins binden, um
die Spezifitat des Messansatzes zu erhdhen. Diese Eigenschaft ist nicht essentiell,
da die nachzuweisenden Aggregate immer mehrere dieser Epitope aufweisen. Ein
Aggregat ist folglich in der Lage mehrere Sonden, welche das gleiche Epitop erken-
nen, zu binden. Die wesentliche Anforderung ist demnach, dass die Sonden eine Af-
finitadt zur nativen PrP%- bzw. PrP®%E-Isoform besitzen. Riickschliisse aus
Bindeaffinitaten in Blot-Systemen waren jedoch nicht mdglich, da die Prion-Proteine
dort denaturiert vorliegen, wahrend die Prion-Aggregate in FIDA-Messungen in nati-
ver PrP¢- bzw. PrP®E-Isoform vorliegen.

Im Folgenden wurden verschiedene PrP-spezifische Antikérper und Aptamere fluo-
reszenzmarkiert und hinsichtlich der oben beschriebenen Anforderungen analysiert.
Zu diesem Zwecke wurden PrP- bzw. PrP®*E-Proben und entsprechende Negativ-
kontrollen (Aufreinigung siehe Kap. 3.2) mit den zu Verfiigung stehenden Sonden via
FIDA untersucht.

Fir die FIDA-Messungen wurden jeweils 2,5x10° gA PrP>- bzw. PrP®5E-Probe mit
fluoreszenzmarkierten Sonden auf eine resultierende Fluoreszenzintensitat von
50-100 kHz eingestellt und zehnmal fir 30 Sekunden gemessen. Die Messungen
wurden mit den in Kap 3.3 beschriebenen Methoden ausgewertet. In Abb. 3.13 sind
die Ergebnisse der Sonden dargestellt, bei denen eine spezifische Bindung an PrP%-
Proben nachgewiesen werden konnte. Hierbei stellte sich die Antikbrperkombination
aus D13 und R1 fur den Nachweis von nativen Prion-Aggregaten aus Scrapie-
infizierten Hamstern als die am besten geeignete Antikdrper-Kombination der getes-
teten Sonden heraus.
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Abb. 3.13 Antikérpertest zum Nachweis von PrP*-Proben via FIDA

Zum Vergleich der Bindung von fluoreszenzmarkierten Pri308, Saf32, D13 und R1 an PrP**-Proben
(rot) und Negativkontrollen (griin) mit 2,5x10° gA wurden entsprechende FIDA-Messungen durchge-
fuhrt und ausgewertet (Kap. 3.3). Desweiteren wurden die Antikorper ohne Target gemessen
(schwarz). Die resultierenden Mittelwerte von zehn 30-Sekunden-Messungen sind im Diagramm auf-
getragen. Zum einen wurden die Antikorper einzeln mit 1D-FIDA ausgewertet (1D) und geeignete An-
tikbrperkombinationen wurden mit 2D-FIDA analysiert (2D).

Der gleiche Messansatz wurde mit PrP®>5-Proben und Negativkontrollen durchge-
fuhrt. Hierbei stellte sich die Antikdrperkombination aus Saf32 und 12F10 fir den
Nachweis von nativen PrP®5E-Proben als am besten geeignete Kombination der ge-
testeten Sonden heraus.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse aller fir BSE-Proben getesteter Sonden ist
in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.1
Sonden, welche auf ihre Eignung zum Nachweis von PrP®sE mittels FIDA getestet wurden
Sonde Epitop geeignet flr Quelle
FIDA
12F10 142-160 ++ Krasemann et al., 1999
Saf32 Oktarepeat ++ Rodolfo et al., 1999
Saf6l 142-160 - Demart et al., 1999
Saf84 160-170 - Demart et al, 1999
Pri308 142-160 - Demart et al., 1999
4H11 unbekannt - Prof. Schatzl, Miinchen
RNA-Aptamer A 23-52 - Weiss et al. 1997

RNA-Aptamer B 23-52 - Weiss et al. 1997
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3.5 Optimierung der Aufbereitung von Pelletfraktionen aus Auf-
reinigungen von pathologischem PrP aus Hirngewebe

Bei FIDA-Messungen pathologischer PrP-Aggregate aus Hirngewebe stellte sich
heraus, dass eine spezifische Aggregatverteilung nétig ist, um signifikante Unter-
schiede zwischen den Proben infizierter und nicht-infizierter Tiere messen zu kon-
nen. Um sich dieser Anforderung zu nahern, wurden verschiedene Resuspen-
dierungsmethoden auf das Pellet der Aufreinigung mittels NaPTA-Fallung (siehe
Kap. 3.2) angewandt. Um die Wirkung der Resuspendierungsmethoden auf die Ag-
gregatverteilung zu untersuchen, wurde diese mittels Dichtegradientenzentrifugation
(Saccharosegradienten-Zentrifugation) analysiert.

Auf das PrP%°-Pellet aus der NaPTA-Fallung wurden 200 pl PBS pipettiert. Anschlie-
Rend wurde das Pellet zur Resuspendierung verschiedenen Ultraschallbedingungen
ausgesetzt. Die Ultrabeschallung erfolgte unter gleicher Leistungsstarke fur: i) 30
Sekunden in einem Ultraschallbad, ii) eine Sekunde Ultraschallpuls mittels Ultra-
schall-Nadelsonde (Sonificator Labsonic U, Braun Dissel, Melsungen, D) iii) drei mal
zwei Sekunden Ultrabeschallung mittels Ultraschall-Nadelsonde. Beim Einsatz der
Nadelsonde wurde die Ultraschall-Sonde direkt in den Puffer eingetaucht. Ein Teil
der Suspension (10 pl entspricht 1,25x10° gA) wurde mittels 2D-FIDA analysiert
(Abb. 3.14) und der verbleibende Anteil der Suspension (190 pl entspricht 2,375x10?
gA) wurde (ber einen Saccharose-Stufen-Gradienten (10 % - 45 %) geschichtet und
fur eine Stunde bei 200.000xg im Ausschwingrotor (TLS-55) ultrazentrifugiert. An-
schlieBend wurde der Gradient fraktioniert und die Fraktionen mittels SDS-PAGE und
anschlielBender Western-Blot-Analyse auf ihren PrP-Gehalt analysiert (Abb. 3.15 B).
Zur Analyse der resultierenden Saccharose-Konzentration wurde ein Gradient mit
Puffer Uberschichtet, zentrifugiert und anschlieBend die fraktionierten Proben
refraktrometrisch analysiert (Abb. 3.15 A).

Die 2D-FIDA-Messungen ergaben, dass die Suspendierung mit 3 x 2 Sekunden Ult-
raschall mit der Ultraschallsonde das beste Resultat lieferte (Abb. 3.14). Zum Ver-
gleich wurden gleich behandelte Negativkontrollen nicht-infizierter Hamster mittels
2D-FIDA gemessen. Hierbei stellte sich heraus, dass der durch die negativen Proben
verursachte Hintergrund leicht, jedoch nicht signifikant variierte.
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Abb. 3.14 2D-FIDA-Messungen verschieden suspendierter Aufreinigungspellets
Scrapie-infizierter und nicht infizierter Hamsterhirnproben
In den 2D-FIDA Messungen wurden Alexa488-markierter Antikdrper R1 und Alexa633-markierter Anti-
korper D13 in Kombination mit jeweils 1,25%107 gA von PrP*°-Proben und negSHa-Proben einge-
setzt. Die Proben wurden zuvor unterschiedlichen Suspendierungsbedingen ausgesetzt. Diese
variierten von 30 Sekunden im Ultraschallbad bis hin zu einer Sekunde bzw. dreimal zwei Sekunden
mit Ultraschall-Nadel-Sonde. Die Mittelwerte von jeweils zehn 30-Sekundenmessungen pro Probe
wurden aufgetragen.

Die Analyse von Fraktionen der Dichtegradientenzentrifugation zeigte, dass die Ag-
gregate nach unterschiedlicher Suspendierung verschiedene Verteilungsmuster auf-
wiesen (Abb. 3.15 B).

Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse zeigen, dass der Einsatz der Bechersonde
ein distinktes PrP-Aggregat-Verteilungsmuster verursachte, wobei die Aggregate
zum einen bei 10 % und zum anderen bei 45 % Saccharose akkumulierten. Dies liel3
den Schluss zu, dass bei dieser Behandlung einerseits sehr kleine PrP-Einheiten aus
dem Pellet ablost wurden, und andererseits grof3e PrP-Aggregate verblieben. Von
Tzaban und Kollegen (2002) wurde beschrieben, dass PrP¢ aus Hirnhomogenat
nicht-infizierter Hamster bei 10 % Saccharose akkumuliert. Hierdurch lasst sich ablei-
ten, dass das pathologische PrP, welches nach Sonifikation bei 10 % Saccharose
akkumuliert, aus monomeren PrP-Einheiten besteht. Dies erklart, dass bei den FIDA-
Messungen wenige groRe Aggregate detektiert wurden, da monomeres oder oligo-
meres PrP nicht ausreichend fluoreszenzmarkierte Antikérper binden kann, um hohe
Fluoreszenzintensitaten zu verursachen. Eine andere Deutungsmoglichkeit fur die
PrP-Akkumulation bei 10 % Saccharose wéare das Flotieren von PrP-Aggregaten
durch Adhasion mit Lipiden. Dieses Flotieren trat jedoch immer nur dann auf, wenn
SDS in der Suspension vorhanden war (Riesner et al., 1996). Da dieser Ansatz kein
SDS beinhaltete, ist es jedoch gerade im Zusammenhang mit den FIDA-Ergebnissen
wahrscheinlicher, dass es sich tatsachlich um monomeres PrP handelte. Hieraus
folgt, dass sich die Suspendierungsmethode mittels 30 Sekunden Sonifikation im Ult-
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raschallbad weniger eignete, um eine fur FIDA-Messungen optimierte Aggregatver-
teilung zu erreichen.

Die Verteilungen von PrP-Aggregaten, welche durch Ultrabeschallung mittels Nadel-
sonde hervorgerufen wurde, unterschieden sich weniger stark voneinander. In bei-
den Fallen traten kaum Aggregate bei niedrigen Saccharosekonzentrationen auf,
was darauf schliel3en lasst, dass das Pellet im Ganzen zerschlagen wurde und daher
viele groRe Aggregate entstanden und nicht wie im Ultraschallbad jeweils kleine
Bruchstiicke vom Pellet abgeldst wurden. Bei 3 x 2 Sekunden Ultrabeschallung mit-
tels Ultraschallsonde tritt eine gleichmafiigere Verteilung geringer Mengen von Ag-
gregaten Uber den kompletten Saccharosekonzentrationsbereich auf, dies konnte ein
Grund fur das bessere Ergebnis in den FIDA-Messungen sein.

A Abb. 3.15

A. Bestimmung der Saccharosekon-
zentrationen nach praparativer Ultra-
zentrifugation

404 Ein Saccharosekonzentration-Stufen-
Gradient wurde mit PBS Uberschichtet
und fur eine Stunde bei 200.000 x g

— zentrifugiert. Der Gradient wurde in zehn
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konzentration der Fraktionen refraktro-

i metrisch bestimmt.
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B. Western-Blot-Analyse der Fraktio-
nen von verschieden resuspendierten
Aufreiniungspellets Scrapie-infizierter

' .. 30 Sek. Proben
30- ! Bechersonde Jeweils ein aus der NaPTA-Fallung von
Scrapie-Proben resultierendes Pellet
wurde unter verschiedenen Ultraschall-
45 bedingungen suspendiert. Diese variier-
1 1 Sek. ten von 30 Sekunden im Ultraschallbad
30 : Nadelsonde s hin zu einer Sekunde bzw. dreimal
zwei Sekunden mittels Nadelsonde. Die
resultierenden Suspensionen wurden
45 tiber einen Saccharosegradient (10 %-
L ik 45 %) geschichtet und fir eine Stunde
30 ’ Nadelsonde D€i 200.000 x g ultrazentrifugiert. An-

schlieRend wurde der Gradient fraktio-
niert und die einzelnen Fraktionen mittels

SDS-PAGE und anschlieRendem Wes-
tern-Blot analysiert.

Fur die Suspendierung aus der NaPTA-Fallung von Scrapie-Hirnhomogenaten resul-
tierender Pellets ist eine Ultraschallbehandlung von drei mal zwei Sekunden mittels
Ultraschall-Nadel-Sonde am besten geeignet. Im Vergleich zu den anderen Ultrab
schallungsarten erhalt man hiermit eine Aggregatverteilung, welche fir 2D-FIDA-
Messungen die besten Ergebnisse lieferte.
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3.6 Analyse von Scrapie- und BSE-Proben mittels 2D-FIDA

Um die bisher beschriebenen Systemkomponenten aus Proteinase K - freier Aufrei-
nigung, Suspendierung des resultierenden Pellets und fur 2D-FIDA-Messungen ge-
eigneten Sonden in Kombination zu testen, wurden jeweils sechs Proben von
infizierten und nicht-infizierten Tieren aufgereinigt, resuspendiert und in Messreihen
mittels 2D-FIDA durchgefinhrt.

3.6.1 Analyse von PrP**-Proben und Negativkontrollen mittels 2D-FIDA

Fur die 2D-FIDA-Messreihe von PrP*¢-Proben und negSHa-Proben wurden die Anti-
korper D13 und R1 fluoreszenzmarkiert und als Sonden eingesetzt. Fir die Messun-
gen wurden jeweils 1,25x10° gA des aus der NaPTA-Fallung resultierenden Pellets
eingesetzt, wobei dieses zuvor durch drei zwei-sekindige Ultraschallpulse mittels
Ultraschallsonde resuspendiert wurde. Die entsprechenden Negativkontrollen nicht-
infizierter Tiere wurden gleichbehandelt. Es wurden jeweils zehn 2D-FIDA-
Messungen fir 30 Sekunden durchgefuhrt und die Messungen nach der in Kap. 3.3
entwickelten Methode ausgewertet. Die so berechneten Mittelwerte der 2D-FIDA-
Messungen sind in Abb. 3.16 dargestellt. Die Scrapie-infizierten Hamster konnten
signifikant von den nicht-infizierten unterschieden werden (Abb. 3.16). Die zuvor ent-
wickelten Systemkomponenten konnten somit zu einem diagnostischen Ansatz im
Hamster-Modellsystem zusammengeftihrt werden.
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Abb. 3.16 2D-FIDA Reihenmessung von Scrapie-infizierten und nicht-infizierten
Hamsterhirnproben

In den 2D-FIDA Messungen wurden Alexa488-markierter Antikdrper R1 und Alexa633-markierter Anti-
kérper D13 in Kombination mit PrPS°-Proben von sechs Scrapie-infizierten und negSHa-Proben von
sechs nicht-infizierten Hamstern eingesetzt. Es wurden jeweils 1,25x10°° gA verwendet. Die Proben
wurden zehnmal fur 30 Sekunden gemessen und wie unter Kap.3.3 beschrieben ausgewertet. Die Mit-
telwerte und die Standardabweichungen der Auswertungsergebnisse wurden im Histogramm aufge-
tragen.
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3.6.2 Analyse von PrP®5-Proben und Negativkontrollen mittels 2D-FIDA

Der gleiche Messansatz wurde mit aufgereinigten BSE-Proben und entsprechenden
nicht-infizierten Negativkontrollen des Rindes, welche freundlichst von der Arbeits-
gruppe von Roy Jackman (VLA, England) zur Verfigung gestellt wurden, durchge-
fuhrt. Die Proben wurden ebenfalls ohne Proteinase K - Verdauung aufgereinigt. Die
zur Verfiigung gestellten Aufreinigungs-Pellets (0,33 gA) wurden in 300 pl PBS mit-
tels drei zwei-sekiindigen Ultraschallpulsen resuspendiert und 2,2x102 gA fiir die 2D-
FIDA-Messungen eingesetzt. Als fluoreszenzmarkierte Sonden dienten die Antikor-
per Saf32 und 12F10. Auch fir die Rinderproben wurden jeweils zehn 2D-FIDA-
Messungen fur 30 Sekunden durchgefihrt und die einzelnen Messungen nach der in
Kap. 3.3 entwickelten Methode ausgewertet. Die so berechneten Mittelwerte der 2D-
FIDA-Messungen sind in Abb. 3.17 dargestellt.

BSE-infizierte Rinderproben konnten signifikant von nicht-infizierten unterschieden
werden, somit konnte zum ersten Mal ein diagnostisches System demonstriert wer-
den, welches ohne Einsatz von Proteinase K BSE-Infektionen signifikant nachzuwei-
sen kann.
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Abb. 3.17 2D-FIDA-Messungen BSE-infizierter und nicht-infizierter Rinderhirnproben

In den 2D-FIDA-Messungen wurden Alexa488-markierter Antikbrper 12F10 und Alexa633-markierter
Antikérper Saf32 in Kombination mit jeweils 2,2x10% gA aufgereinigtem Homogenat der medulla
oblongata von sechs BSE-infizierten und sechs nicht-infizierten Rindern eingesetzt. Die Proben wur-
den jeweils zehnmal fir 30 Sekunden gemessen und wie unter Kap.3.3 beschrieben ausgewertet. Die
Mittelwerte der Auswertungsergebnisse wurden mit Standardabweichungen im Histogramm aufgetra-
gen.

Aufgrund des Messsystems treten sowohl bei den Scrapie-infizierten Hamsterproben
als auch bei den BSE-infizierten Rinderproben durch eine nicht gleichmaliige Aggre-
gatverteilung in Suspension relativ groRe Standardabweichungen auf. Bei der FIDA-
Methodik handelt es sich um ein System zum Einzelmolekilnachweis. In einer Sus-
pension sind nicht immer gleich viele und gleich fluoreszente Aggregate im konfoka-
len Messvolumen. Auch bei Anwendung des Scanning - Mechanismus, welcher wie
in Kap. 2.14.3 beschrieben fur alle Messungen eingesetzt wurde, schlagt sich die
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ungleiche Aggregatverteilung in den hohen Standardabweichungen nieder. Trotz der
grof3en Standardabweichungen ist immer noch eine signifikante Unterscheidung von
Scrapie-infizierten und nicht-infizierten Tieren moglich, was die prinzipielle Anwend-
barkeit des Systems bestatigt. Signifikant bedeutet in diesem Fall, dass jede einzelne
positive Probe mit Standardabweichung sich mit keiner der Negativkontrollen mit
Standardabweichung Uberschneidet.

3.7 Entwicklung einer neuen Analysestrategie mittels Immobilisie-
rung von pathologischen Prionaggregaten und Nachweis mit-
tels 2D-FIDA

Die vergleichsweise hohen Standardabweichungen bei FIDA-Messungen in Aggre-
gatsuspensionen (Kap. 3.6) liegen darin begrindet, dass bei Messungen frei in L6-
sung Aggregate nicht gleichverteilt vorliegen. Um diesem Ergebnis Rechnung zu
tragen, wurde eine neue Analysestrategie entwickelt. Diese hat zum Ziel, aufgerei-
nigte Prionaggregate auf der Oberflache eines Messchips mit Hilfe eines Captures
(z.B. spezifischer Antikérper) zu immobilisieren und dann "am Boden" zu detektieren.
Da die Immobilisierung eine Bewegung der Aggregate verhindert, kann die Oberfla-
che durch ,Scanning” (also Bewegung des konfokalen Volumenelements Kap.
2.14.3) nach Aggregaten abgesucht werden. Durch die Fixierung der Aggregate soll-
ten zwei Vorteile genutzt werden. Zum einen sollte die Fixierung zur Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse beitragen und zum anderen sollten die Aggregate aufkonzentriert
und somit nur noch in zwei anstatt in drei Raumdimensionen verteilt vorliegen. Des
Weiteren konnten Waschschritte eingefiihrt und damit das Signal-Rauschverhaltnis
verbessert werden.

Generelle Voraussetzung fur den Einzelpartikelnachweis von immobilisierten Prion-
partikeln mittels Messungen im FCS ist eine genaue Fokussierbarkeit des konfokalen
Volumenelements auf die Hohe der zu scannende Flache. Aus diesem Grunde wur-
de das Inside 2-Strahl-FCS auf die Genauigkeit der Fokussierbarkeit des konfokalen
Volumenelements in z-Richtung (Hoheneinstellung), welche mit Hilfe einer Mo-
torsteuerung erfolgte, getestet. Es stellte sich heraus, dass eine Hohenfokussierung
nur mit einer Genauigkeit von +/- 10 um moglich war und zudem ein Hysterese-Effekt
beim Variieren der Hoheneinstellung auftrat (Abb. 3.18).

Aus diesem Grund wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Hecks von Evotec Tech-
nologies eine Losung erarbeitet und das FCS-Gerat um in ein Piezo-Element erwei-
tert, welches eine Hoheneinstellung unabhéngig von der Motorsteuerung mit einer
Genauigkeit von 100 nm ermdglicht.
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3.8 Beschichtung von Glasoberflachen mit Capture-Proteinen

Um die Aggregate spezifisch auf der Glasoberflache der Messchips zu immobilisie-
ren, muss diese zuvor mit einem Capture (z.B. Antikdrper) beschichtet werden. Zur
Beschichtung von Glasoberflachen mit Proteinen sind in der Literatur verschiedene
Ansatze beschrieben. Zur Evaluierung des Messansatzes wurde ein einfacher An-
satz gewahlt: eine adhasive Bindung des Captures auf eine zuvor mittels poly-D-
Lysin aktivierte Oberflache. Die Effizienz der Aktivierung der Glasoberflache kann
nach Wiegand (2002) durch kurzes Abflammen der Glasoberflache gesteigert wer-
den. Zur Beschichtung wurden die 24-Wells Assay-Chips (Evotec) mit Glasboden
kurz mittels Bunsenbrenner abgeflammt und anschlieBend 20 pl Poly-D-Lysin
(10 pg/pl) in PBS in die Wells der Assay-Chips pipettiert und fur eine Stunde bei
37 °C (optional Uber Nacht bei 4 °C) inkubiert. AnschlieRend wurde jeweils 1 ug Cap-
ture in PBS (in spéateren Versuchen die Antikorper R1 fur Scrapie-Proben und Saf32
fur BSE-Proben) in die Wells pipettiert und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden drei Waschschritte mit PBS durchgefiihrt und freie Bindeplatze durch ein-
stundige Inkubation mit einer 5 %igen-BSA-L6sung geblockt.

Um zu Uberprifen, ob auf diese Weise der Glasboden mit Antikérper beschichtet
werden konnte, wurde ein Peroxidase-gekoppelter Antikdrper fur die Beschichtung
eingesetzt. Durch den Einsatz von Chemolumineszenzreagenzien (ECL-Plus™-
Detektions-Reagenz) konnte nur dort, wo die Antikdrper-gebundene Peroxidase die
Oxidation von Luminol katalysierte, Lumineszenz entstehen, welche nach einer Ex-
positionszeit von 10 Sekunden auf Réntgenfilmen (Hyperfilm™ ECL) detektiert wer-
den konnte. Somit konnte Uberpruft werden, ob die Oberflache mit Antikdrper
beschichtet war. Hierbei zeigte sich, dass der Glasboden unter den beschriebenen
Bedingungen mit Antikdrper beschichtet werden konnte (Abb. 3.19). Es konnte wei-
terhin gezeigt werden, dass es nicht mehr zur unspezifischen Anhaftung von Antikor-
pern kommen konnte, wenn die Oberflache zuvor mittels BSA geblockt wurde.
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Abb. 3.19 Beschichtung von Glasoberflachen mit Antikdrpern

Ein 24-Well Assay-Chip (Evotec) wurden vor der Beschichtung kurz mittels Bunsenbrenner ab-
geflammt, ein anderer zum Vergleich nicht. In die Wells der Assay-Chips wurde eine 10 pg/ul Poly-D-
Lysin-Lésung pipettiert und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert (+). Zur Kontrolle wurden auch Wells
nicht mit Poly-D-Lysin gefillt (-). Nach drei Waschschritten mit PBS wurde jeweils 1 ug Peroxidase-
gekoppelter AK in die Wells pipettiert und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end wurden
wieder drei Waschschritte mit PBS durchgefiihrt und verbleibende Bindeplatze mit 5%iger BSA-
Losung fur eine Stunde geblockt. Um die Beschichtungseffizienz zu tberprifen wurde Chemolumi-
neszenz-Reagenz in die Wells pipettiert und der gesamte Chip fir zehn Sekunden auf einen Réntgen-
Film gelegt, welcher anschliel3end entwickelt wurde. Um zu Uberprifen, ob es bei den jeweiligen An-
satzen auch zu unspezifischen Bindungen kommen kann, wurde die aktivierte Oberflache vor der Zu-
gabe des AK mit 5 %-BSA geblockt (Blockkontrolle).

3.9 Immobilisierung von pathologischen PrP-Aggregaten

Nachdem die Beschichtung der Glasbhéden der Assay-Chips mit Antikorpern etabliert
werden konnte, wurden PrP-spezifische Capture eingesetzt, damit die spezifische
Immobilisierung der pathologischen PrP-Aggregate erfolgen konnte. Zunachst wurde
der Antikorper R1 als Capture fiir mittels NaPTA-Fallung aufgereinigtes PrP° aus
Hamsterhirn Scrapie-infizierter Hamster und entsprechender Negativkontrollen aus
nicht-infizierten Tieren eingesetzt. Hierzu wurden jeweils 1,25x10° gA aufgereinigte
und mittels Ultraschall resuspendierte Proben in die mit R1 beschichteten Wells pi-
pettiert und fur drei Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt. Anschlielend wurde
mehrfach mit TBST gewaschen. Um die immobilisierten Aggregate mittels Fluores-
zenz-Messung nachweisen zu kdnnen, wurden die fluoreszenzmarkierten Antikdrper
R1 und D13 eingesetzt, da sich diese Kombination bei Messungen im FCS frei in Lo-
sung bewahrt hatten, und flr zwei Stunden unter Schitteln inkubiert. Abschliel3end
wurde der Ansatz mit TBST gewaschen.

Um die H6henbereiche Uber der Chipoberflache zu evaluieren, in denen sich die im-
mobilisierten Prion-Partikel befanden, mussten zunachst Héhenscans im FCS in
z-Richtung durchgefuhrt werden. Hierzu wurde zunéchst auf die Oberseite des Glas-
bodens fokussiert und Messungen mit jeweils 5 um Hohendifferenz durchgefiuhrt.
Dabei stellte sich heraus, dass nur in einen Hohenbereich von insgesamt 30 um Flu-
oreszenz gemessen werden konnte. Dies lie3 den Schluss zu, dass eine Immobilisie-
rung stattgefunden hatte. Jedoch konnten auch in den Negativkontrollen gerade in
den Bereichen direkt um die Oberflache des Glasbodens hohe Fluoreszenzintensité-
ten gemessen werden (Abb. 3.20 A). Diese unspezifische Fluoreszenz ist wahr-
scheinlich auf unspezifische Anhaftung von fluoreszenz-markiertem Antikdrper sowie
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der Anhaftung von freiem Fluoreszenzfarbstoff, welcher nach AntikGrpermarkierung
nicht abgetrennt werden konnte, zuriickzufiihren. Die Fluoreszenzintensitaten in der
negativen Kontrolle konnten durch eine Verringerung der eingesetzten Konzentration
an fluoreszenzmarkiertem Antikérper von 10 pg/ml auf 0,1 pg/ml und Verlangerung
der anschlieRenden Waschschritte mit TBST auf dreimal eine Stunde reduziert wer-
den (Abb. 3.20 B).
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Abb. 3.20 Fluoreszenz-Intensitats-Messungen beim Hohenscans durch immobilisierte Proben

Der Immobilisierungsansatz (Abb. 3.18) wurde mit negSHa-Proben durchgefiihrt. Als Detektionsonde
wurden der fluoreszenzmarkierten Antikérper D13 in Konzentrationen von 10 pg/ml (A) und 0,1 pg/ml
(B) eingesetzt. Die anschlieBenden Waschschritte wurden dreimal fir zehn Minuten (A) bzw. dreimal
fur eine Stunde (B) mit TBST durchgefiihrt. Die Proben wurden in dem Abstandsbereich von 0 — 20

pm von der Glasbodenoberflache in finf-Mikrometerschritten fir jeweils 30 Sekunden im FCS gemes-
sen.

Anschlieend wurden vergleichende Fluoreszenzmessungen von Immobilisierung-
sansatzen mit PrP>°-Proben und Negativkontrollen durchgefiihrt. Die Fluoreszenzin-
tensitatsverlaufe lassen deutliche Unterschiede erkennen (Abb. 3.21). Bei Hohen von
5 — 20 um uber der Glasoberflache, traten bei Scrapie-Proben viele Fluoreszenz-
Intensitats-Peaks auf, die in der Negativkontrolle nicht vorkamen. Diese sind auf die
Bindung vieler fluoreszenzmarkierter Antikérper an die pathologischen Prion-
Aggregate zuriickzufilhren. Dies zeigte, dass sowohl die Immobilisierung der PrP=¢-
Aggregate Uber den Capture als auch die Bindung der fluoreszenzmarkierten Anti-
korper R1 und D13 an die Aggregate erfolgreich war.
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Abb. 3.21 Fluoreszenz-Intensitats-Messungen beim Héhenscan durch immobilisierte
PrP*°-Probe und Negativkontrolle

Der Immobilisierungsansatz wurde einer negSHa-Probe (A) sowie mit einer PrP>°-Probe (B) durchge-

fuhrt. Als Detektionssonde wurde fluoreszenzmarkierter D13 eingesetzt. Die Proben wurden in dem

Abstandsbereich von 0 — 20 um von der Glasbodenoberflache in finf-Mikrometerschritten fiir jeweils

30 Sekunden im FCS gemessen.

Die Unterschiede zwischen Scrapie-infizierten und nicht-infizierten Proben werden
durch die Darstellung der 2D-FIDA-Daten noch deutlicher (Abb. 3.22). Die Bindung
der beiden fluoreszenzmarkierten Antikbrper an immobilisierte PrP-Aggregate fuhrt
zum Auftreten einer charakteristischen Diagonale der Fluoreszenzintensitaten im 2D-
FIDA-Plot. Hierbei sind auf der x-Achse, die Fluoreszenz-Intensitaten des mit Alexa
488-markierten Antikorpers und auf der y-Achse die Fluoreszenz-Intensitaten des mit
Alexa 633-markierten Antikorpers aufgetragen. Die Haufigkeiten des Auftretens der
Fluoreszenzintensitaten sind in der z-Achse codiert (Graustufen). Da enorm starke
Signale gemessen wurde, konnte diese charakteristische Diagonale erst bei einer
Hohe von 15 um aufgeldst werden.



3. Ergebnisse 62

A 0 um 5um 10 pm 15 pm 20 pym

Fluoreszenzinte nsitit

Fluoreszenzintensitat

10 pm 15 pm

V9]

Fluoreszenzintensitat

Fluoreszenzintensitit

Abb. 3.22 2D-FIDA-Plots der Hohenscans durch immobilisierte PrP%°-Proben und

Negativkontrollen
Der Immobilisierungsansatz wurde mit einer PrP>°-Probe (B) sowie einer Negativkontrolle (A) durch-
gefuihrt. Als Detektionssonden wurden die fluoreszenzmarkierten Antikorper R1 und D13 eingesetzt.
Die Proben wurden in dem Abstandsbereich von 0 — 20 um von der Chipoberflache in fiinf-
Mikrometerschritten fir jeweils 30 Sekunden im FCS gemessen.

Das somit erfolgreich etablierte Protokoll zur Immobilisierung von pathologischen
Prionaggregaten und anschlieRender Markierung mit fluoreszenzmarkierten Antikor-
pern ist in Abb. 3.23 zusammengefasst.

Aktivierung Oberflache

Assaychip abflaimmen
20 pl Poly-D-Lysin (10 pgiul)

inkubieren
{1 h37°C)

Beschichtung mit Capture
(1 pg Capture in PBS)

inkubieren
{1 h37°C)

Blocken
(5% BSA in PBS)

inkubieren
{1 h 37°C)

Target-Bindung

(Target in PBS)

schiittaln
(2hRT)
L J

Waschen
(3x mit TBST)

schiitteln
(10 min RT)
A J

Sondenbindung

(fluoreszenzmarkierte Sonden 0,1 pg/ml)

schiitteln
{2 h RT)
A J
Waschen
{3x 1 h mit TEST)

Abb. 3.23 Protokoll zur Immobilisierung und Markierung von pathologischen Prionaggregaten
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3.10 Optimierung des Messansatzes von immobilisierten Aggrega-
ten mittels 2D-FIDA

Um Aggregate auf einer moglichst groRen Flache erfassen zu kénnen, wurde der
Messfokus nicht nur wie durch das FCS standardméalfiig vorgegeben, gescannt (Kap.
2.14.3), sondern die zu erfassende Flache erweitert. Hierzu wurden sieben neben-
einander liegende Flachen in einem Well des Assay-Chips (Abb. 3.24) abgefahren.
Ein kompletter Scan der Bodenflache eines Wells war bislang nicht mdglich, da nur
Chips mit runden Wells zur Verfigung standen und der Mittelpunkt des Wells manu-
ell eingestellt werden musste, so dass ein ,Sicherheitsabstand” nétig ist, um zu ver-
hindern einen Well wahrend der Messung zu verlassen. Wie in den einzelnen
Flachenscans zu sehen, war die Aggregatverteilung Uber die verschiedenen Flachen
erwartungsgemal nicht gleich. In einigen Flachen waren kaum oder sogar keine Ag-
gregate vorhanden, wohingegen in anderen Flachen viele Aggregate vorlagen. Durch
Summierung der Flachen ergibt sich eine reprasentative Beschreibung der Probe.

Well des Assay-Chips

/ Summe der Messungen

rel. Fluoreszenzintensitat (AK2)

o 100 w2
rel. Fluoreszenzintensitat (AK1)

Messung von Einzelflachen

Abb.3.24 Summierung von sieben gescannten Flachen einer immobilisierten PrP> —Probe
Der Immobilisierungsansatz wurde mit einer PrP*°-Probe mit einem Abstand von 15 pm Gber dem
Glasboden des Chips durchgefiihrt. Als Detektionsonden wurden fluoreszenzmarkierter AK R1 und
AK D13 eingesetzt. Die Fluoreszenzmessungen wurden fur 30 Sekunden an sieben nebeneinander-
liegenden Flachen unter Scanningbewegung durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Einzelmessungen wur-
den summiert.
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Mittels des etablierten Immobilisierungs- und Messansatzes wurde ein Hoéhenscan
durch eine Scrapie-Probe und eine Negativkontrolle durchgefuhrt. Die Messungen
wurden, wie unter Kap. 3.3 beschrieben, ausgewertet. Hier wurde jedoch ein fester
.cut off bei 15 relativen Fluoreszenzeinheiten gewahlt, da die Fluoreszenz-
Intensitaten andersartige Verteilungen aufwiesen, welche die automatische Berech-
nung des ,cut offs" nicht mehr zulieBen. Die Unterschiede sind darauf zurtickzufih-
ren, dass die typische Verteilung, welche durch die freien Sonden in Lésung
verursacht wurde, nicht mehr vorhanden war.

Die Ergebnisse der 2D-FIDA-Messungen des Hohenscans zeigen, dass eine signifi-
kante Unterscheidung zwischen PrP>- Probe und Negativkontrolle mittels Immobilie-
sierungsansatzes maoglich war (Abb. 3.24).

70000
310.000 ™ Scrapie

60000 B Negativkontrolle

50000

40000+

N/ 30 Sek

30000

20000
] | B e N .
10 15 20 25

Hoéhe [um]

Abb. 3.24 Auswertung von 2D-FIDA-Messungen beim Héhenscan durch eine immobilisierte
Scrapie-Probe und Negativkontrolle

Der Immobilisierungsansatz wurde mit einer PrP*°-Probe (rot) sowie einer Negativkontrolle (griin)

durchgefihrt. Als Capture wurde R1 und als Detektionssonden wurden fluoreszenzmarkierter R1 und

D13 eingesetzt. Die Proben wurden in dem Abstandsbereich von 5 — 25 um von der Glasbodenober-

flache in finf-Mikrometerschritten fir jeweils 30 Sekunden im FCS gemessen.

Die Standardabweichungen der Messungen sind im Vergleich zu Messungen frei in
Lésung sehr viel geringer und beschreiben nur noch eine Kombination aus Blea-
ching-Effekt und Ungenauigkeit der Motorsteuerung des FCS, da eine Diffusion der
Aggregate durch die Immobilisierung nicht mehr moglich war. Der Bleaching-Effekt
macht sich gerade bei Messungen in den Héhen, wo hohe Fluoreszenzintensitaten
auftreten, stark bemerkbar (Abb. 3.25). Nur bei den Hohen, wo hohe Fluoreszenzin-
tensitaten sehr haufig auftreten, sinkt die Anzahl der Fluoreszenzereignisse uber ei-
ner bestimmten Intensitat (cut off) im Zeitverlauf ab, welches wahrscheinlich auf das
Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe (Bleaching) zuriickzufuhren ist.
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800007 w030 Sek | Abb. 3.25 Bleaching durch wiederhol-
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3.11 2D-FIDA-Reihenmessungen von PrP°¢ und PrP®°t im Immobi-
lisierungsansatz

Um nun den neuen Messansatz in Bezug auf die diagnostische Anwendbarkeit zu
evaluieren, wurden Messreihen mit Proben von vier verschiedenen infizierten und
vier nicht-infizierten Tieren als Kontrollen durchgefihrt.

Dazu wurden Hirnhomogenatproben Scrapie-infizierter Hamster und Negativkontrol-
len mittels NaPTA-Fallung aufgereinigt und 1,25x10° gA nach Resuspendierung mit-
tels 3 x 2 Sekunden Ultraschall mit dem Antikérper R1 als Capture auf den Assay-
Chips immobilisiert. Zur Detektion wurden 0,1 pg/ml fluoreszenzmarkierter R1 und
D13 als Sonden eingesetzt. Nach drei einstindigen Waschschritten mit TBST wur-
den Fluoreszenzmessungen im FCS unter Scanning von sieben Flachen durchge-
fuhrt. Die Messungen wurden auf verschiedenen HoOhen Uber dem Glasboden
durchgefuhrt. Die Ergebnisse (Abb. 3.26) zeigen, dass in den Hohenbereichen von
5 um bis 25 um eine signifikante Unterscheidung zwischen mit Scrapie-infizierten
und nicht-infizierten Hamstern maglich ist. Die Messhdhe zwischen 10 pm und 20 pm
stellte sich dabei als geeignete Messhéhe, da in Hohen oberhalb, die positiven Sig-
nale erheblich abfallen und in H6hen unterhalb 10 um der negative Hintergrund
durch unspezifisch anhaftende Antikérper und freiem Farbstoff erhéht ist.
Zusammenfassend liel3 sich die Aussage treffen, dass im Hamstermodell Scrapie-
infizierte von nicht-infizierten Hamstern signifikant unterschieden werden konnten
und im Vergleich zum Messansatz in Suspension nicht nur die Unterschiede zwi-
schen positiven und negativen Proben eindeutiger waren, sondern vor allem die
Standardabweichungen enorm reduziert werden konnten.
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Abb. 3.26 Ho6henscan durch eine immobilisierte Scrapie-Probe und Negativkontrolle

via 2D-FIDA-Messung
Der Immobilisierungsansatz wurde mit vier PrP*°-Proben (rot) sowie vier Negativkontrollen (griin)
durchgefihrt. Als Capture wurde R1 und als Detektionsonden fluoreszenzmarkierter R1 und D13 ein-
gesetzt. Die Proben wurden in dem Abstandsbereich von 5 — 25 um von der Glasbodenoberflache in
funf-Mikrometerschritten fir jeweils 30 Sekunden im FCS gemessen.
A. Gesamtlberblick tUber alle Messungen auf den unterschiedlichen Hohen
B. Darstellung der Messungen nach Hohen 5 — 25 pm getrennt.

Das System wurde anschliel3end fir BSE-Proben angepasst. Hierzu wurde als Cap-
ture der Antikorper 12F10 eingesetzt. Alle anderen Schritte der Immobilsierung erfol-
gen analog zu denen des Scrapie-Systems. Als Sonden wurden die fluoreszenz-
markierten Antikdrper 12F10 und Saf32 eingesetzt. Waschschritte sowie Messansatz
erfolgten analog zum Scrapie-Messansatz.

Die Ergebnisse fur vier BSE-infizierte Tiere und vier Negativkontrollen sind in
Abb. 3.27 dargestellt. Die Messung zeigt, dass im Hohenbereich von 10 um — 25 pum
in allen Fallen eine signifikante Unterscheidung zwischen BSE-infizierten und nicht-
infizierten Tieren mdglich war. Der Hohenbereich von 10 um - 15 pym war der am
besten geeignete Messbereich, da ab 20 um das positive Signal in einigen Proben
stark absank.
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Abb. 3.27 Hohenscan durch eine immobilisierte BSE-Probe und Negativkontrolle via
2D-FIDA-Messung

Der Immobilisierungsansatz wurde mit vier PrP~>"-Proben (rot) sowie vier Negativkontrollen (griin)

durchgefiihrt. Als Capture wurde der Antikdrper Saf32 und als Detektionsonden die fluoreszenzmar-

kierten Antikdrper 12F10 und Saf32 eingesetzt. Die Proben wurden in dem Abstandsbereich von 10 —

25 um von der Glasbodenoberflache in flinf-Mikrometerschritten fir jeweils 30 Sekunden im FCS ge-

messen.

A. Gesamtiuberblick Gber alle Messungen auf den unterschiedlichen Hohen

B. Darstellung der Messungen nach Héhen 5 — 25 um getrennt.

BSE

Mit dieser Messreihe konnte gezeigt werden, dass das Messsystem fir einen dia-
gnostischen Ansatz zur BSE-Detektion geeignet ist. Somit konnte erstmalig ein
Messsystem etabliert werden, welches génzlich auf Proteolyse verzichtet und mittels
Einzelmolekuldetektion den Aggregationszustand und nicht die Proteinase K - Resis-
tenz, als diagnostische Grol3e ausnutzt.
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4 Diskussion

4.1 Notwendigkeit einer neuartigen Diagnostik fir Prion-
Krankheiten
Obwohl die Prion-Krankheit beim Menschen keine weit verbreitete Krankheit ist, hat
das Auftreten der neuen Variante CJD (vCJD) in Verbindung mit BSE (Will et al.,
1996; Collinge et al., 1999; Bruce et al., 2000; Scott et al., 1999) grol3es 6ffentliches
Interesse erregt. Inzwischen sind neben vielen européischen Landern auch in Kana-
da und Japan erste Falle von BSE aufgetreten und verursachten erhebliche Schaden
fur die fleischverarbeitende Industrie (Schiermeier, 2001; Donnelly et al., 2003; No-
len, 2004).
Ein bisher unterschatzter aber wichtiger Aspekt zur Abschétzung des Gefahrenpo-
tentials bei der Infektion mit Prion-Krankheiten ist der Ubertragungsweg zwischen
Menschen selber. Im Fall der vCJD ist die Gefahr der Ubertragung erhoht, da PrP**
im peripheren Gewebe in viel h6heren Konzentrationen vorliegt als dies bei der spo-
radischen CJD (sCJD) der Fall ist (Wadsworth et al., 2001). Wéahrend bisher keine
Ubertragung von sCJD durch Bluttransfusionen bekannt war, wurde kiirzlich tber ei-
nen ersten Fall berichtet, bei dem eine Infektion mit vCJID durch eine Bluttransfusion
wahrscheinlich ist (Llewelyn et al., 2004). Hierbei entwickelte ein 69 Jahre alter Pati-
ent Symptome von vCJD, nachdem er 6,5 Jahre zuvor eine Transfusion erhalten hat-
te. Die Blutspende stammte von einem Menschen, der 3,5 Jahre nach der Spende
vCJD-Symptome aufwies. In diesem Zusammenhang wurde ein zweiter Fall be-
schrieben, wobei der Erreger wahrscheinlich ebenfalls durch eine Bluttransfusion -
bertragen wurde (Peden et al., 2004). In diesem besonderen Fall konnte bei einem
Patienten, welcher nicht an einer neurodegenerativen Krankheit verstarb, trotzdem
PK-resistentes Prion-Protein in Hirnbiopsie- Proben nachgewiesen werden. Dieser
Patient hatte funf Jahre zuvor eine Bluttransfusion erhalten, wobei der Spender 18
Monate nach der Spende erste Symptome von vCJD aufwies. Diese Diagnose konn-
te durch Hirnbiopsieproben bestatigt werden. Besonders brisant ist, dass der Emp-
fanger der Bluttransfusion heterozygot (Methionin/Valin) im Codon 129 des PrP-
Gens war. Alle bis dato bekannten vCJD-Falle kamen ausschlief3lich in Patienten
vor, welche homozygot Methionin/Methionin waren (Collinge et al., 1996b). Es stellt
sich also unweigerlich die Frage, ob Uber Bluttransfusionen eine Infektion ohne die
vormals beschriebene genetische Pradisposition der Homozygotie mdglich ist.
Aus diesen Fallen lasst sich schlieen, dass der Erreger mehrere Jahre vor dem Auf-
treten klinischer Symptome in Blut vorhanden ist und auch Gber mehrere Jahre im
Blut Uberdauern kann, ohne die Infektiositat zu verlieren. Dass Prion-Krankheiten
prinzipiell durch Blut tbertragbar sind, konnte im Tiermodell bereits an Bluttransfusi-
onexperimenten mit Schafen bewiesen werden (Houston et al., 2000; Hunter et al.,
2002). Auch im Nagermodell fir vCJID konnte Infektiositat im Blut nachgewiesen wer-
den (Brown et al., 1999b).
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Da zurzeit nicht abschatzbar ist, wie viele von vCJD betroffene Menschen sich in der
praklinischen Phase befinden, steigt der Bedarf einer praklinischen Diagnostik, um
der Gefahr der iatrogenen Ubertragung zu begegnen. Die Tragweite einer iatrogen
verursachten Ausbreitung von CJD zeigte sich bereits bei Infektionen tiber menschli-
ches Gewebe oder Uber aus menschlichen Geweben gewonnenen Medikamenten.
Als Beispiele sind hier Verabreichungen von kontaminierten Wachstumshormonen
sowie Transplantationen von Hirnhaut oder Augenhornhaut zu nennen, bei denen
einige hundert Menschen infiziert wurden.

Bisher ist eine prasymptomatische Diagnostik fur CJD nicht méglich (Brown et al,
2001; Ingrosso et al., 2002, Schiermeier, 2001). Somit ist eine Frihdiagnostik gera-
de im Hinblick auf die Sicherheit von Blutbanken und anderem humanen Material fur
den therapeutischen Einsatz von enormer Bedeutung. Eine praklinische Diagnostik
ist auch in Bezug auf die effektive Behandlung von groRer Bedeutung. Symptome
treten meist erst dann auf, wenn schon schwerwiegende irreversible Hirnschaden
vorliegen. Im Tiermodell wurden bisher einige therapeutische Ansatze dargestellt,
welche den Ausbruch der Krankheit verzégern konnten. Jedoch konnte noch kein
Ansatz entwickelt werden, welcher die Krankheit im fortgeschrittenen Stadium heilen
kann (Aguzzi et al., 2001; Dormont, 2003; Rossi et al., 2003). Mit einer praklinischen
Diagnostik kénnten auch Therapiestrategien erfolgsversprechend sein, die im fortge-
schrittenen Stadium keine Besserung bewirken. Eine Ubersichtsdarstellung von Ge-
bieten, welche von einer Frihdiagnostik profitieren wirden, ist in Abb. 4.1 dargestellt.

Organtransplantate

Lebensmittel

Medikamente
humanen Ursprungs

Blutbanken & TSE-Diagnostik
DQ‘ Plasmaprodukte

Hirnchirurgie
Uy
B

Therapieansatze Diagnose der Krankheit

Abb. 4.1 Gebiete, welche von einer Frihdiagnostik profitieren wiirden

Die Sicherheit von Blut-Banken, Plasmaprodukten und Medikamenten, welche aus menschlichem
Gewebe gewonnen werden, konnte erhoht werden. Zusatzlich kdnnten chirurgische Eingriffe in
Nervengewebe, sowie Organtransplantationen sicherer werden. Letztlich kénnten Therapieansatze
dadurch ermdglicht werden, dass sie friiher angewandt werden kdnnten (verandert nach Soto 2004).
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4.2 Notwendigkeit einer Diagnostik ohne Proteolyse als Vorausset-
zung einer Frihdiagnose

Ein grol3es Problem stellt die Tatsache dar, dass bisher nicht alle L&ander routinema-
Bige BSE-Schnelltests an Schlachtvieh gesetzlich vorschreiben. Aber auch in Lan-
dern, in denen diese Auflage besteht, kann die Gefahr der Ubertragung nicht in
Géanze ausgeschlossen werden, da die Sensitivitdt der zugelassenen Schnelltests
keine préklinische Diagnose zuldsst (Tab. 4.1). Somit besteht weiterhin die Mdglich-
keit, dass praklinische Tiere in den vorhandenen Schnelltest als negativ eingestuft
werden, in die Lebensmittelkette gelangen und somit ein Risiko fur die menschliche
Gesundheit darstellen.

Tab. 4.1 Nachweisgrenzen der zugelassenen BSE-Schnelltests
Tabelle verandert nach Soto 2005

Testsystem Nachweisprinzip Nachweisgrenze
SDS-PAGE und Western Blot 5 0-20 pmol
Immunodetektion von resPrP®>t . P
Einfacher ELISA
Enfer Test Immunodetektion von resPrP®>t 1.0-10 pmol
. Sandwich ELISA
CEA/BioRad Test Immunodetektion von resPrP®E 0.5-2.0 pmol

Sandwich ELISA

Prionics-Check

Prionics-Check LIA Immunodetektion von resPrPBSE 1.0-5.0 pmol
cDI Verschieden starke Bindung arg;SE 0.5-5.0 pmol

natives und denaturiertes resPrP

Die in Kap. 4.1 beschriebenen Zusammenhange unterstreichen die Wichtigkeit der
Suche nach neuen Ansatzen der Diagnostik von Prion-Krankheiten mit hoher Sensi-
tivitat und dem Potential zur Frihdiagnostik.

PrP>¢ ist nicht nur die Hauptkomponente von Prionen, sondern auch der bisher einzig
unumstrittene Marker fir Prion-Krankheiten (Prusiner, 1998, Ingrosso et al., 2002).
Um eine empfindliche Diagnostik von Prion-Krankheiten realisieren zu kdnnen, muss
sichergestellt werden, dass bei der Praparation des zu untersuchenden Materials
kein Verlust an pathogenassoziiertem PrP auftritt. In diesem Zusammenhang wird
resPrP>° falschlicherweise oft mit PrP%® gleichgesetzt. Es konnte jedoch schon 1998
gezeigt werden, dass groRe Teile des PrP%® PK-sensitiv sein kdnnen (Abb. 4.2).
Samtliche zurzeit verwendeten BSE-Schnelltests nutzen als Hauptkriterium den
Nachweis von Proteinase K (PK) -resistentem Prp®F,

Die Menge des PK-resistenten PrP¢ schwankt allerdings sehr stark - einerseits wie
in dieser Arbeit gezeigt (siehe Kap. 3.1.2) von BSE-Hirn zu BSE-Hirn, andererseits
auch innerhalb eines Hirnes von Areal zu Areal, wie am Beispiel der sporadischen
CJD von Safar gezeigt werden konnte (Safar et al., 2005). Hierbei stellte sich heraus,
dass 90 % des PrP“® bei sporadischer CJD in der grauen Hirnsubstanz PK-sensitiv
war. Zudem ist der Anteil von PK-resistentem PrP®5F weitaus geringer als dies z.B.
bei Scrapie-Prionen des Stammes 263 K der Fall ist (siehe Kap. 3.1.1). Gerade die-
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ser Scrapie-Stamm wird aber haufig als Modellsystem zur Etablierung und der Be-
stimmung der Sensitivitat neuer TSE-Diagnostikanséatze herangezogen.

PrP° senPrp* PrP*
—— —

N

Proteinase K

4 X
o ]
VN -
- o -
vollstandig -
degradiertes PrP° resPrP

Abb. 4.2 schematische Darstellung der Wirkung einer Proteinase K - Behandlung auf die ver-
schiedenen PrP-Formen

Das bedeutet zwangslaufig, dass die Verwendung eines PK-Verdauungsschrittes bei
der Aufreinigung gerade bei BSE-Prionen zu einer nicht unerheblichen Verminderung
der Sensitivitat fuhrt. Dies wiegt umso schwerer vor dem Hintergrund, dass Legname
et al. (2004) mittels rekombinant hergestelltem PrP synthetische Prionen in vitro her-
stellen konnten. Dabei wurde in vitro Infektiositat generierten und somit die Prion-
Hypothese bewiesen. Diese synthetischen Prionen waren jedoch PK-sensitiv, d. h.
auch hier war die weit verbreitete angenommene Korrelation von PK-Resistenz und
Infektiositat nicht gegeben.

Des Weiteren ist es fraglich, ob der Erreger bereits in frihen Krankheitsstadien PK-
Resistenz aufweist. So konnte gezeigt werden, dass gerade mittelgrof3e bis kleine
PrP*¢-Aggregate nicht PK-resistent sind (Tzaban et al., 2002). Diese Untersuchun-
gen, wurden an terminal erkrankten Hamstern durchgefuhrt, so dass kein direkter
Riickschluss darauf gezogen werden kann, dass PrP*® im frithen Krankheitsstadium
nicht auch PK-sensitiv sein kdnnte. Jedoch ist es naheliegend anzunehmen, dass die
frihen Aggregationsstadien auch friher wéahrend der Replikation des Erregers vor-
liegen, als die hochmolekularen Aggregatsstadien.

Auch konnte kurzlich erstmalig das Vorkommen verschiedener Erregerstamme fur
BSE nachgewiesen werden (Lloyd et al., 2004; Casalone et al., 2004). Bis dato galt
die Annahme, dass bei BSE nur ein einziger Erregerstamm auftrete. Da fir verschie-
dene Scrapie-Stamme bekannt ist, dass der Anteil an PK-sensitivem PrP>¢ mit Wer-
ten zwischen 5 % und 95 % enorm variiert, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
dies auch bei etwaigen BSE-Stammen der Fall sein kénnte. Da PrP®°F generell als
sensitiver gegen Proteolyse gilt, ist eine Diagnostik, welche nicht auf dem Charakte-
ristikum der PK-Resistenz beruht, umso sinnvoller.
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In dieser Arbeit wurde daher eine Aufreinigung von nativen, d. h. nicht mit Protein-
asen K -verdautem PrP%® aus Hirnmaterial am Scrapie-Hamster-Modell etabliert, op-
timiert und anschlieRend auf PrP®SE (ibertragen. Diese Aufreinigung basiert auf einer
spezifischen Phosphorwolframat (NaPTA)-Fallung von PrP>¢BSE (Safar et al., 1998,
2002). Mit Hilfe der NaPTA-Fallung werden native Prion-Aggregate spezifisch gefallt,
wahrend das zellulare PrP I6slich im Uberstand verbleibt. Im Gegensatz zu dem be-
reits von Safar beschrieben Protokoll konnte hier auch fir die Aufreinigung von nati-
vem PrP®E auf den Einsatz von Proteinase K vollstandig verzichtet werden. Zudem
wurde durch die Einfiihrung von Waschschritten die Reinheit der Proben erheblich
erhoht (Kap. 3.2).

Die hier entwickelte Aufreinigungsmethode von Pr ohne proteolytischen Schritt
besitzt somit eine besondere Relevanz in punkto Frihdiagnostik, da eine Aufreini-
gung pathologischer Prion-Aggregate ohne Proteolyse Voraussetzung fir eine héhe-
re Sensitivitat von diagnostischen Methoden jeglicher Art ist (Abb. 4.3).

PBSE

Prp*
PrP in
Ausgangsprobe

Proteinase K

verbleibendes PrP
nach Aufreingung

Abb. 4.3 Vergleich der Aufreinigung von PrP* mittels NaPTA-Fallung mit der durch
Proteinase K — Behandlung

4.3 Der Aggregationszustand als geeigneter Parameter zur Diagno-
se von Prion-Krankheiten

Das wichtigste Ereignis wéahrend der Replikation des Erregers ist der strukturelle
Ubergang von der zelluldren, hauptsachlich « -helikalen Isoform PrP® in die patholo-
gische PrP*°-Form, die einen hohen A-Faltblatt-Strukturanteil aufweist und stets in

aggregierter Form vorliegt. Alle weiteren Eigenschaften wie PK-Resistenz, oder be-
stimmte amyloide Eigenschaften, welche haufig fur pathogenes PrP herangezogenen
werden, wurden von Wille und Kollegen (2000) zum einen durch vergleichende Lite-
raturdaten zum anderen durch eigene Experimente teilweise widerlegt bzw. als un-
zuverlassig herausgestellt. Der Aggregationszustand, wurde zwar oft auch als nicht
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mit der Infektiositat korreliert diskutiert, da einige in vitro Konversionssysteme rekom-
binates PrP zwar zur Aggregation brachten, die Infektiositat aber ausblieb. Jedoch
konnte von Legname und Kollegen (2004) gezeigt werden, dass aggregiertes rekPrP
sehr wohl Infektiositat aufweisen kann (Kap. 4.2). Daraus ist abzuleiten, dass die In-
fektiositat mit einem spezifischen Aggregationsprodukt des PrP korreliert. Bisher
konnte noch nie gezeigt werden, dass PrP° in vivo in aggregierter Form vorliegt. Die
Solubilisierung von Prionen geht jedoch mit dem Verlust der Infektiositat einher
(Riesner et al., 1996).

Die Struktur und der Aggregationszustand des PrP sind somit die einzigen pathologi-
schen Charakteristika, welche somit eine sensitive Diagnostik erméglichen. Ein An-
satz die Struktur als Marker zu nutzen, wurde von Safar und Kollegen (1998) mit der
Entwicklung des konformationsabhangigen Immunoassays (CDI) vorgestellt. Hierbei
wird das Vorkommen von PrP%¢ in der Probe durch das Bindeverhalten eines kon-
formationsspezifischen Antikdrpers nachgewiesen. Dieser Antikérper bindet an die
PrP>°—Isoform schlecht bis nahezu gar nicht und an die native PrP® Isoform bzw. de-
naturiertes PrP sehr gut. Ist nun die Differenz der Bindeeffizienz zwischen der nati-
ven und der denaturierten Probe hoch, spricht dies fiir das Vorliegen von PrP> in der
Probe. Diese Methodik konnte im Hamstermodell mit aufgereinigten Hirnproben ein-
druckvoll angewandt werden. Bei der Anwendung im Fall von BSE-Proben, scheint
die Methodik jedoch ohne proteolytischen Schritt nicht anwendbar zu sein (Safar et
al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methodik entwickelt, die die zweite
charakteristische Eigenschaft von Prionen genutzt, den Aggregationszustand. Vom
diagnostischen Standpunkt aus ist daher ein moglichst empfindlicher Nachweis die-
ser pathologischen Aggregate sinnvoll.

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie bietet als Verfahren zur Detektion und
Charakterisierung einzelner Molekile in Loésung die geeignete Voraussetzung zum
Nachweis von Aggregaten und damit einer direkten Detektion des Erregers. Dieses
Nachweisverfahren wurde in unserer Arbeitsgruppe von Pitschke 1999 entwickelt.
Dabei werden Aggregate mit fluoreszierenden Sonden markiert und ausgenutzt, dass
diese langsamer durch das Detektionsvolumen des FCS diffundieren und hier durch
den hohen Markierungsgrad Fluoreszenzpeaks mit hohen Intensitaten verursachen.
Anhand dieser Fluoreszenzpeaks, auch als Fluoreszenzbursts bezeichnet, kénnen
die Aggregate eindeutig nachgewiesen werden. Diese Methodik wurde fir AR-
Aggregate im Liqour von Alzheimerpatienten erfolgreich angewandt. Leider stellte
sich heraus, dass diese Methode sehr anfallig fur verschiedene Abnahmeprozeduren
des Ligours war, so dass sie bisher nicht in die routinemafig Anwendung zur Alz-
heimer-Diagnostik gehen konnte. Bei Versuchen den diagnostischen Ansatz auf den
Nachweis von PrP-Aggregaten im Ligour von CJD-Patienten zu Ubertragen, konnte
nur eine Sensitivitat von 20% erreicht werden (Bieschke et al., 2000). Von Schéfer
wurde der Nachweis von Aggregaten in Suspension erfolgreich auf aufgereinigtes
resPrP*® aus Hamsterhirn tbertragen. Dabei wurde die Methode in sofern erweitert,
dass nun das Messvolumen in gewissem Mal3e durch die Probe bewegt werden
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konnte und zudem eine Kreuzkorrelation unter Einsatz von zwei Sonden mdéglich war
(2D-FIDA). Dadurch konnte die Sensitivitdt des Nachweises erhdht werden, was im
Falle des Scrapie-Modells eine signifikante Unterscheidung von an Scrapie erkrank-
ten Tieren und von einer gesunden Kontrollgruppe erst erméglichte.

Im Gegensatz zum CDI-Test, indem auch PrP%*-Aggregate eingesetzt werden, wer-
den in dieser Arbeit einzelne Partikel gezéahlt und nicht ein Messansatz verfolgt, in
welchem eine summierte Eigenschaft aller Partikel wie die Gesamtfluoreszenz detek-
tiert wird.

4.4 Nachweis von PrP> und PrP®°F ohne Proteolyse mittels 2D-
FIDA in Suspension
Ziel dieser Arbeit war es Prion-Aggregate in LOsung nachzuweisen, wobei zuvor auf
eine Proteolyse verzichtet werden sollte und nachfolgend das System auf BSE an-
zuwenden. Nachdem eine PK-freie Aufreinigung erfolgreich etabliert wurde (Kap.
3.2), sollten die Aggregate mittels 2D-FIDA nachgewiesen werden. Hierbei wurden
anhand des Hamster-Scrapie Modells geeignete Parameter etabliert. Zunachst wur-
den verschiedene Resuspendierungsbedingungen fur die geféllten PrP-Aggregate
mittels Ultraschall untersucht. Man lauft hierbei leicht Gefahr tber die gewiinschte
Resuspension der Aggregate hinaus auch die Prion-Aggregate génzlich aufzulésen.
Dabei stellte sich heraus, dass die PrP>°-Aggregate im resultierenden Pellet aus der
NaPTA-Fallung am besten mit drei Ultraschallpulsen fir je zwei Sekunden mittels
Ultraschallnadelsonde resuspendierbar waren, ohne dass dabei die Aggregate auf-
gelost wurden (Kap. 3.5).
Die fur das System notwendigen fluoreszenten Sonden wurden hinsichtlich ihrer Affi-
nitat und Spezifitdt ausgesucht. Der Anspruch an die Sonden war, dass sie die native
PrP>-Isoform binden konnten. Bisher wurde nur ein Antikérper beschrieben, welcher
selektiv die PrP°-Isoform erkennt und keine Affinitat fur PrP® aufweist (Korth et al.,
1997). Da bei der NaPTA-Fallung PrP® aus der Probe entfernt wurde, konnten in die-
ser Arbeit auch Sonden eingesetzt werden, welche nicht selektiv fir PrP¢ waren. Fir
das Scrapie-Hamstermodell stellten sich die monoklonalen Anti-PrP-Antikorper R1
und D13 als die beste Kombination fur 2D-FIDA-Messungen heraus (Kap. 3.4). Diese
Kombination hat den Vorteil, dass die beiden Antikérper an unterschiedlichen Epito-
pen das PrP binden und so die Spezifitat steigeren.
Im Hamster-Scrapie-Modell konnten infizierte Hamster von einer Kontrollgruppe ge-
sunder Hamster mit einer Sensitivitat und Spezifitdt von 100% unterschieden werden
(Kap. 3.6.1). Dies gelang durch Kombination der Reinigung von PrP*¢ aus Hirnho-
mogenat mittels NaPTA-Féllung, der Resuspendierung mittels dreimal zweisekundi-
ger Ultraschallpulse mittels Ultraschallnase und anschlieender 2D-FIDA unter
Einsatz der fluoreszenzmarkierten Antikdrper D13 und R1. Es konnte hiermit eindeu-
tig gezeigt werden, dass der Nachweis von PrP° ohne proteolytische Behandlung
mittel 2D-FIDA moglich ist.
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Der Ansatz sollte nun auf BSE angewandt werden. Dazu wurde PrP®SE aus medulla

oblongata Gewebe des Rindes mittels NaPTA-Fallung aufgereinigt. Dabei stellte sich
heraus, dass nur durch die Einfihrung zuséatzlicher Waschschritte die fur FIDA nétige
Reinheit erreicht werden konnte. Hier zeigten sich die Antikérper SAF32 und 12F10
als geeignet fur die Bindung an native BSE-Aggregate. Somit konnte die Grundvor-
aussetzung fiur Analysen mittels 2D-FIDA von BSE-Material geschaffen werden (Kap.
3.4). Leider stellte sich heraus, dass die mittels NaPTA-Fallung aufgereinigten Pro-
ben zu inhomogen waren, um mittels 2D-FIDA signifikante Ergebnisse zu liefern.
Daher wurde auf BSE-Material zurtickgegriffen, das von der Arbeitsgruppe um Roy
Jackman (VLA, England) aufgereinigt wurde. Auch bei dieser Aufreinigung wurde auf
Proteinase K verzichtet. Diese Aufreinigung basiert auf mehreren Zentrifugati-
onschritten unter verschiedenen Pufferbedingungen und konnte in unserem Labor
nicht durchgefuhrt werden, da die nétigen Zentrifugen nicht zur Verfigung standen.
Diese Pellets mit maRiger Reinheit (mundliche Mitteilung von Roy Jackman), wurden
wiederum mittels Ultraschallbehandlung analog zu den bei Scrapie etablierten Be-
dingungen resuspendiert und unter Verwendung von Saf32 und 12F10 als Sonden
mittels 2D-FIDA untersucht. Mit dieser Kombination konnten BSE-infizierte Tiere sig-
nifikant von einer Kontrollgruppe gesunder Rinder unterschiedenen werden (Kap.
3.6.2). Mit dem so aufgereinigten Material wurde bei Messungen mit dem Zweistrahl-
Fluoreszenz-Korrelations-Spektrometer unter Verwendung der 2D-FIDA die prinzi-
pielle Nachweismdglichkeit nativer BSE-Prionen gezeigt. Eine eingehende Betrach-
tung der Daten deutet allerdings eine Schwéache dieses Messansatzes an. Wurde
eine Probe mehrmals direkt nacheinander gemessen, variierten die Einzelergebnisse
enorm, was zu hohen Standardabweichungen fihrte.

Das Problem liegt darin begriindet, dass bei Messungen frei in Lésung die resuspen-
dierten Aggregate nicht gleichverteilt vorliegen. Somit kann, trotz des standardisier-
ten Scannens der Probe mittels Beamscanner, der Ungleichverteilung der Aggregate
in der Probe nicht beigekommen werden. Von Schafer 2002 wurden die Scanning-
bedingungen des Olympus 2-Strahl FCS (Evotec) auf eine maximale mit den Gera-
teparametern mogliche Volumenerfassung optimiert. Das erfassbare Volumen ist
dabei in einer Raumrichtung durch die maximale Lange, in welcher der Probentisch
in Abhéngigkeit von der Steuersoftware bewegbar ist auf einen Millimeter und in die
zweite Raumrichtung durch die maximale Amplitude des Beamscanners auf 100 um
begrenzt. Die dritte Raumrichtung, also die Hohe des Volumenelements, kann nach
Auskunft des Gerateherstellers auf durchschnittlich 5 um genahert werden. Hieraus
folgt, dass, selbst wenn ein komplettes Scannen der Flache ohne Zwischenrdume
vorausgesetzt wird, unter Ausnutzung der maximalen Gerateparameter lediglich ein
Volumen von 5x10 pl mit einer Messung erfasst werden kann (Abb. 4.4). Fir die
2D-FIDA-Analysen wurden jeweils 10 pl an Probenvolumen eingesetzt. Daraus folgt,
dass bei einem Mess-Scan nur ein zwanzigtausendstel der Probe erfassbar ist.
Wenn man nun noch berucksichtigt, dass die Aggregate in Suspension nicht gleich-
verteilt vorliegen, ist es unwahrscheinlich, dass ein Mess-Scan ein fur die Probe re-
prasentatives Ergebnis liefern kann. Die Tatsache, dass bei mehrmaligem Scannen
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des gleichen Volumenbereichs einer Probe die Ergebnisse variierten, beweist zwar,
dass sich die Aggregate in der Probe bewegen, jedoch erscheint hier ein Absinken
der Aggregate zum Boden nahe liegend. Dieser Problematik ist mit der bisherigen
Methodik, also der Messung markierter Prionen in Suspension, nicht beizukommen.

A. konfokales B. Scanningbewegung
Volumenelement
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C. maximal zu erfassendes Volumen

Hohe des max. Amplitude maximale erfasstes
Volumenelements des Beamscanners Tischbewegung Gesamtvolumen
0,005 mm X 0,1 mm X 1 mm = 0,0005 mm’

Abb. 4.4 Erfasstes Probenvolumen der Suspension durch Scannen

Bei Verwendung des Olympus 2-Strahl FCS (Evotec, Hamburg) kann das konfokale Volumenelement
mit einem Durchmesser von 0,4 um (A) durch die Probe bewegt werden. Die Gerateeinstellung lasst
eine maanderférmige Bewegung des konfokalen Volumenelements durch Uberlagerung zweier Be-
wegungen zu, welche beide Gerate- oder Software-technisch limitiert sind. In horizontaler Richtung
erfolgt die Bewegung Uber eine maximale Strecke von 1 mm. In vertikaler Richtung erfolgt die Bewe-
gung mit einer Amplitude von 100 um. Die Messparameter wurden von Schéafer 2002 fir diese spe-
zielle Anwendung optimiert (B).
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4.5 Entwicklung einer neuen Strategie zum Aggregatnachweis —
SPILA (Single Particle Immunosorband Laserscanning Assay)

Um der in Kap. 4.4 beschriebenen Problematik zu begegnen, musste eine neue Ana-
lysestrategie entwickelt werden. Diese zielt darauf ab, Partikel hier im Speziellen pa-
thologische Prion-Aggregate auf der Bodenflache eines Messchips mit Hilfe eines
Captures (z.B. spezifischer Antikdrper) zu immobilisieren und dann durch Scannen
der Bodenflache die einzelnen Partikel via 2D-FIDA zu detektieren. Diese Analyse-
strategie wird im Folgenden als SPILA (Single Particle Immunosorband Laserscan-
ning Assay) bezeichnet. Damit ware es mdglich eine definierte Flache systematisch
nach Partikeln ,absuchen® zu kénnen. Ein Modell dieses Ansatzes ist in Abbildung
4.5 gezeigt.

Scanning

Fluoreszenzmarkierte
Antikorper

pathologische
Prionaggregate

Capture-Antikorper

Abb. 4.5 SPILA - Single Particle Immuno-sorband Laserscanning Assay
schematische Darstellung der neuen Analysestrategie

SPILA verspricht somit mehrere deutliche Vorteile gegentiber der bisherigen Analyse
mittels 2D-FIDA in Suspension. Zunéchst ware dem "Signalverlust" der durch Absin-
ken der Prion-Aggregate entstehen kann, Rechnung getragen. Dartber hinaus kame
es zu einer nicht zu unterschatzenden Aufkonzentrierung von Prionen-Partikeln im
Messbereich. Einer der wichtigsten Punkte ist, dass die gesamte Komplexitat des
Ansatzes um eine Dimension reduziert wird, da die Aggregate nun quasi auf einer
zweidimensionalen Flache und nicht mehr wie zuvor in einem dreidimensionalen Vo-
lumen verteilt sind. Wahrend im Dreidimensionalen mehr oder weniger willkirlich ein
Teilvolumen analysiert wird, ist durch das Scannen lber die gesamte Bodenflache
das Potential gegeben, samtliche immobilisierte Prion-Partikel zu detektieren. Wei-
terhin kdnnte die Spezifitdt des Prion-Nachweises in diesem Ansatz um einen weite-
ren Faktor erhéht werden, wenn zur Immobilisierung ein PrP-spezifischer Capture
eingesetzt wirde. In diesem Fall wiirde also ein positives Signal nur dann auftreten,
wenn die Prion-Aggretate an den spezifischen Capture binden und zusatzlich beide
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fluoreszenzmarkierten Detektionsantikérper gleichzeitig gebunden sind. Auch ist bei
immobilisierten Proben eine enorme Reduktion der Standardabweichung bei mehr-
maligem Messen der gleichen Probe zu erwarten, da keine Diffusion mehr mdoglich
ist. Der Immobilisierungsschritt ermdglicht es, auch unspezifische Hintergrundsignale
durch geeignete Waschschritte zu reduzieren. Wenn die Waschbedingungen so ge-
wahlt werden, dass Nicht-PrP-Aggregate, die jedoch unspezifisch an den Antikorper
binden entfernt werden koénnen. Dies ist besonders in Bezug auf das Signal-
Rauschverhdltnis, welches letztlich die Sensitivitat limitiert, von besonderer Bedeu-
tung.

4.6 Anwendung von SPILA auf das Scrapie-Hamstermodell und
Ubertragung auf BSE
Die SPILA-Methode musste nun in Bezug auf ihnre Anwendbarkeit als Diagnostik von
Scrapie im Hamstermodell und BSE Uberprift werden. Dazu wurde die Beschichtung
der Glasbodenplatte des Assay-Chips mit Antikorper tber eine adh&sive Bindung re-
alisiert. Es stellte sich heraus, dass Adhéasion der Antikdrper, welche als Capture die-
nen sollten, effizienter war, wenn die Glasflache zuvor mittels Poly-D-Lysin aktiviert
wurde (Kap. 3.8). Nach erfolgreicher Beschichtung des Wellbodens mit Antikorper
wurden die durch NaPTA-Fallung aufgereinigten und resuspendierten pathologi-
schen Prion-Aggregate immobilisiert. Hierbei wurden die gleichen Resuspendie-
rungsbedingungen herangezogen, welche bereits fur die 2D-FIDA in Suspension
erfolgreich etabliert wurden (Kap. 3.9). Auch als Sonden wurden diejenigen, verwen-
det, welche schon in Suspension die besten Ergebnisse geliefert hatten. Bei ersten
Kontrollmessungen stellte sich heraus, dass die Fluoreszenz nur bis zu einem be-
stimmten Bereich Gber dem Boden auftrat, was fur eine erfolgreiche Immobilisierung
sprach. Dabei zeigte sich aber auch, dass die Hohenfokussierung des konfokalen
Volumenelements nicht die nétige Genauigkeit lieferte, da sie im Gerat mittels der
Motorsteuerung realisiert war. Systematische Untersuchungen der Hohenfokussie-
rung zeigten, dass nur eine Genauigkeit von +/- 10 um erreichbar war (Kap. 3.7). In
Zusammenarbeit mit der Herstellerfirma (Evotec, Dusseldorf: in Person Frau Dr.
Heck) wurde ein Losungsansatz erarbeitet und umgesetzt. Dabei wurde ein Piezo-
Element eingebaut, welches eine HoOhenfokussierung unabhangig von der Mo-
torsteuerung mit einer Genauigkeit von 100 nm erlaubte.
Ob eine vollstandige Erfassung der Bodenflache moglich ist, h&ngt ebenfalls von den
Gerateparametern des zur Verfigung stehenden Olympus 2-Strahl FCS ab. Stan-
dardméanig kann der Fokus automatisch von Well zu Well auf einem Assay-Chip be-
wegt werden. Weiterhin ist ein Scannen der Probe innerhalb der in Kap. 4.4
limitierenden Parameter moglich. Um nun aber trotzdem eine moglichst gute Fla-
chenabdeckung zu erlangen, wurde die Steuersoftware so umgestellt, dass mehrere
nebeneinander liegende Flachen in einem Well gemessen werden konnen (Abb.
4.6).
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Abb. 4.6 Schematische Darstellung der Flachenerfassung im Well des Assay-Chips

Um eine moglichst gute Abdeckung der zu erfassenden Scanflache zu erreichen, wurden mehrere
nebeneinander liegende Einzelflachen innerhalb eines Messwells gemessen. Hierdurch ist unter Si-
cherstellung, dass der Fokus nie die Dimensionen des Wells verlasst, ein Siebtel der Gesamtflache
erfassbar.

Der sich ergebende Nachteil war dabei, dass das optische System nun manuell in
die Ausgangsposition fir die Messung gebracht werden musste. Bei einem Durch-
messer eines Wells von 2,5 mm ist die genaue Positionierung in die Mitte des Wells
per Auge somit nicht exakt moglich. Deshalb wurden die einzelnen Messflachen mit
dem notigen Sicherheitsabstand zum Rand der Wells gewahlt. Unter diesen Voraus-
setzungen ist das Erfassen von einem Siebtel der Bodenflache eines Assay-Wells
maoglich. Sollte es mdglich sein alle in der Probensuspension befindlichen Partikel
mittels Capture zu immobilisieren ware im Vergleich zum Messansatz in Suspension,
wo ein Zwanzigtausenstel der Probe erfassbar ist (Kap. 4.4) eine Uber 2500fache
Mehrerfassung der Probe moglich. Eine weitere Erhéhung der erfassbaren Flache
ware durch die Verwendung von Assaychips mit rechteckigen Wells moglich. Fur FI-
DA-Messungen geeignete Assay-Chips dieser Art, werden in Kirze von der Firma
Evotec zu Verfigung gestellt.

Unter diesen Voraussetzungen wurde SPILA zunadchst auf das Hamster-Scrapie-
Modell angewendet. Dabei stellte sich der Antikdrper R1 als geeigneter Capture her-
aus. Bei Hohenscans durch immobilisierte PrP>°-Proben konnte bestatigt werden,
dass die Immobilisierung erfolgreich war. Zum einen war Fluoreszenz nur in einem
Hohenbereich bis 30 um tber dem Boden detektierbar. Zum anderen konnte in den
PrP>°-Proben eine hohe Anzahl an Fluoreszenzpeaks detektiert werden. Jedoch war
das Hintergrundsignal in den negativen Proben unerwartet hoch. Es ist wahrschein-
lich, dass die Hintergrundsignale auf unspezifisch anhaftende fluoreszenzmarkierte
Antikorper zurtickzufiihren waren, da durch die Verringerung der Detektionssonden-
konzentration von 1 pg/ml auf 0,1 pg/ml sowie Erh6hung der Anzahl und Lange der
Waschschritte das Hintergrundsignal reduziert werden konnte (Kap. 3.9). Nachdem
diese Anpassungen gemacht waren, war eine signifikante Unterscheidung von PrP>¢-
Proben und entsprechenden Negativkontrollen moglich. Es stellte sich heraus, dass
ein Scannbereich von 5 - 15 um Ho6he Uber dem Wellboden gut war, da in diesem
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Bereich die Intensitdtspeaks am besten detektiert werden konnten. In hdheren
Messbereichen nahm die Fluoreszenzintensitat schnell ab, was nicht unerwartet war,
da aus elektronenmikroskopischen Bildern abgeleitet werden kann, dass PrPS°-
Aggregate in fibrillarer Form in einem Groél3enbereich von wenigen pum vorliegen (Sa-
far et al., 1998; Riesner et al., 1996). Mittels Thioflavin-Assay konnte der fibrillare
Charakter der PrP*°-Proben aus der NaPTA-Féallung bestatigt werden, so dass die
GroRRenabschatzung der Aggregate hier auch in diesem GroRRenbereich anzundhern
ist (Kap. 3.2.1).

Nachdem die Methode auf Prion-Aggregate aus Scrapie-infizierten Hamstern ange-
wendet werden konnte, musste SPILA noch das diagnostische Potential beweisen.
Dazu wurden PrP>°-Proben von mehreren Hamstern und entsprechende Negativkon-
trollen einer gesunden Kontrollgruppe mittels SPILA untersucht. Dazu standen je-
doch nur vier Scrapie-infizierte und vier gesunde Proben zur Verfiigung. Die Scrapie-
infizierten Tiere lieBen sich eindeutig und signifikant von der Kontrollgruppe unter-
scheiden. Wie erwartet, waren die Ergebnisse im Vergleich zu Messungen in Sus-
pension eindeutiger und die Standardabweichungen nur noch minimal. Es stellte sich
heraus, dass bei einer Messhdhe von 5 — 15 um tber dem Boden die beste Unter-
scheidung der beiden Gruppen moglich war (Kap. 3.11). Damit wurde fur die neu
entwickelte Mess-Strategie der SPILA-Methode nicht nur die prinzipielle Machbarkeit,
sondern auch das Potential fur eine diagnostische Anwendung eindeutig nachgewie-
sen.

Da die Anwendung somit fir das Scrapie-Hamster-Modell erfolgreich war, sollte
SPILA nun auf die Anwendbarkeit fir BSE Uberprift werden. Hierbei wurden die in
dieser Arbeit bereits etablierten Schritte kombiniert. PrP®5F wurde mittels NaPTA-
Fallung aufgereinigt, wobei wie beschrieben auf eine Proteolyse verzichtet wurde
(Kap. 3.2.2). Die gefallten Aggregate wurden via Ultraschall resuspendiert. Als Cap-
ture erwies sich der Antikdrper Saf32 als geeignet. Der weitere Ansatz wurde analog
zu dem bei Scrapie durchgeftihrt, wobei als Detektionssonden die Antikérper 12F10
und Saf32, wie auch bei den Messansatzen in von PrP®E in Suspension eingesetzt
wurden. In einer ebenfalls vier BSE-infizierte Tiere und vier gesunde Kontrolltiere
umfassende Messreihe, konnte eindeutig eine signifikante Unterscheidung von BSE-
infizierten und gesunden Tieren gezeigt werden (Kap. 3.11). Damit konnte die An-
wendung der SPILA erfolgreich auf BSE Ubertragen werden. Hiermit steht nun erst-
malig eine Methodik zur Verfigung, in der unter vollstandigem Verzicht auf einen
proteolytischen Schritt natives PrP®SE eindeutig nachweisbar ist und die aufgrund des
Einzelpartikelnachweises eine Uberlegene Sensitivitét verspricht.
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4.7 Potentialvergleich vom SPILA mit handelsiblichen BSE-
Diagnostikverfahren

Die Anwendung der SPILA-Methode auf die Diagnostik von Prion-Krankheiten, ins-
besondere BSE, bietet das Potential fir eine sensitive Fruherkennung, da sie alle
Kriterien erfullt, welche hierzu an Sensitivitat und Spezifitat gestellt werden mussen.
Insbesondere die Moglichkeit des Nachweises einzelner Partikel ist hier besonders
herauszustellen, da die Methodik dadurch eindeutig gegentiber handelsiiblichen Dia-
gnostikmethoden im Vortell ist. Der Einzelpartikelnachweis hat den Vorteil, dass die
Signale, welche durch die einzelnen Partikel erzeugt werden, nicht integraler Be-
standteile des Gesamtmesssignals sind, sondern einzeln quantifiziert werden kon-
nen. Durch den Einzelpartikelnachweis ist es somit moglich auch nur wenige Partikel
oder sogar nur einen einzigen Partikel eindeutig nachweisen zu kénnen. Damit ist
das Potential auf die theoretisch erreichbare Sensitivitdtsgrenze gegeben, welche mit
einen Testsystem, das direkt den Erreger nachweist, moglich ist.

Zusammenfassend stellen sich die Vorteile der neuen Methode in punkto Spezifitat
und Sensitivitat wie folgt dar:

Spezifitat:

= Nachweis der durch NaPTA gefallten Form des PrP (PrP*¢ inkl. senPrP*°)

= Nachweis des Aggregationszustandes, als eindeutig pathogenassoziertes
Charakteristikum

= Gleichzeitige Bindung von drei unabhangigen Sonden
(zwei Detektionssonden und ein Capture)

= Ermdglichung eines verbesserten Signal/Hintergrundverhaltnisses durch spe-
zifische Waschschritte

Sensitivitat:
= Aufkonzentrierung von PrP®SE durch PTA-Féllung
= Kein Verlust von pathologischem Material durch Verzicht auf PK-Verdauung
= Aufkonzentrierung der Prionpartikel durch Immobilisierung (2D)
= Einzelpartikelnachweis mittels 2D-FIDA, dadurch keine integrale Aufnahme
der positiven Signale im Gesamtsignal der Probe
= potentiell: Erfassung aller immobilisierten Prion-Partikel mittels Flachenscans

Ein Vergleich dieser Eigenschaften mit momentan handelsublichen BSE-Diagnostik-
Anwendungen (Kap. 1.11.5) ist in Tab. 4.2 zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 4.2
Vergleich der BSE-Diagnostikverfahren
Einzelpartikel- Anzahl spezifi- Nachweis des Aggregati- Verzicht auf
nachweis scher Sonden onszustandes des nativen Proteolyse
Pathogens
CDI (Inpro) . ek
nach Safar 2002 2 * )
Western Blot 1
(Prionics)
ELISA 2
(Prionics & BioRad )
SPILA + 3 + +

* Im CDI wird die pathogene Konformation des PrP nachgewiesen, die mit dem Aggregationszustand streng korreliert ist
** Prinzipell wére keine Proteolyse notig; aktuelle Protokolle beinhalten allerdings eine milde PK-Behandlung

4.8 Ausblick

Das neu entwickelte Detektionsverfahren (SPILA) bietet das Potential, mit hoher
Spezifitat und Sensitivitat pathologische Prion-Aggregate aus Hirngewebe erkrankter
Tiere nachzuweisen.

Ein erster Ansatzpunkt fur die Diagnostik von BSE in Bezug auf SPILA ware eine
weitere Erhéhung der Spezifitdt. Positive Signale kdnnen nur erzeugt werden, wenn
das Prion-Aggregat an den Capture bindet und gleichzeitig beide Detektionssonden
gebunden sind. In dieser Arbeit wurde als Capture und zweite Detektionssonde der
gleiche Antikdrper eingesetzt, da unserem Labor keine weiteren Antikorper zur Ver-
fligung standen, welche in der Lage waren natives PrP®SE zu binden. Diese Kombi-
nation hat zwar den Vorteil, das monomeres PrP nicht detektierbar ware, weil an das
gleiche Epitop des Monomers nicht zwei Sonden gleichzeitig binden kénnen. Da aber
das monomere PrP° bereits durch die Aufreinigung aus dem Probenansatz entfernt
wurde, koénnte die Verwendung von unterschiedlichen Antikérpern als Capture und
zweite Detektionssonde die Spezifitat potentiell noch weiter erhéhen.

Weiterhin misste die Empfindlichkeitssteigerung des neu entwickelten Verfahrens
gegenuber marktiblichen Verfahren bestimmt und die Verwendbarkeit zur post mor-
tem Frihdiagnose quantitativ bestimmt werden. Dazu kénnte zunachst die Bestim-
mung der Empfindlichkeit an Verdlinnungsreihen von Proben aus BSE-positiven
medulla oblongata — Proben bestimmt und in Vergleich zu momentan am Markt be-
findlichen Methoden gesetzt werden. Sollte sich das Potential einer hohen Sensitivi-
tat bestétigen, konnte die Anwendbarkeit des Verfahrens auf Gehirnproben von
Rindern im praklinischen BSE-Stadium untersucht werden.

Wenn das Testsystem soweit optimiert ist, dass die Hintergrundsignale vollstandig
unterdriickt werden kdnnen, so ware der Nachweis eines einzigen Partikels in der
Probe maoglich. Damit ware theoretisch die maximale Sensitivitat erreicht, welche ein
Testsystem erreichen kann, das den Erreger direkt nachweist.
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Ein Ansatz kdnnte darin bestehen, die Methode auf andere Gewebe oder Korperflis-
sigkeiten zu Ubertragen. Dabei ware die Analyse von z.B. Cerebrospinalflissigkeit
nahe liegend. Auch eine Fraktionierung von Vollblut BSE-positiver Rinder und Test
der einzelnen Fraktionen auf Prionen, ware bei einer hohen Sensitivitat der Methode
denkbar. Sollte ein Nachweis von PrP®E in Blutproben méglich sein, ware der
nachste Schritt die Analyse von Blutproben préklinischer Rinder. Denn das Ziel jegli-
cher BSE-diagnostischer Ansatze muss es sein einen Lebendtest zu entwickeln. Da-
zu muss der Test mit leicht abnehmbaren Materialien mdglich sein. Daher wére Blut
oder Urin im Sinne der Einfachheit zur Abnahme des Probenmaterials am besten
geeignet. Im Urin konnte Infektiositat bisher nicht nachgewiesen werden, daher ist
die Aussicht PrP®5E im Blut nachweisen zu kénnen, Erfolg versprechender.

Der komplette diagnostische Ansatz konnte neben der Ubertragung auf andere Ge-
webe oder Koérperflissigkeiten auch auf andere Spezies tbertragen werden. Dabei
waren Anwendungen zur Diagnose von Scrapie im Schaf und CWD in bestimmten
Hirscharten im Sinne des Verbraucherschutzes die wichtigsten Anwendungsberei-
che, da hier potentielle Gefahren der Ubertragung auf den Menschen vorliegen konn-
ten.

SchlieRlich erscheint auch die Ubertragung der Methodik zur Diagnose von TSE des
Menschen sinnvoll, da es bisher diesbeziglich keine verlassliche Diagnostik von
TSE gibt. Bisher sind nur Differentialdiagosen mdglich, welche post mortem durch
Analyse von Hirnbiopsie-Proben bestétigt werden kénnen. Sollte eine Diagnose von
praklinischen Tieren moglich sein, so wére es sinnvoll diesen diagnostischen Ansatz
auch fir TSE des Menschen zu evaluieren.
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5 Zusammenfassung

Prionkrankheiten sind eine Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen, die sowohl
infektids als auch sporadisch oder genetisch bedingt sein kénnen. Die Erreger sind
proteinartige ohne Nukleinséduren, deren Hauptbestandteil das Prion-Protein (PrP)
ist. Das PrP kann in der zellularen Isoform (PrP®) und der pathogen-assoziierten
Isoform PrP*° vorliegen, wobei PrP*¢ Hauptbestandteil des Erregers ist. Die drei
einzigen Charakteristika, die streng mit dem Pathogen assoziiert sind, sind
Infektiositat, der B-Strukturanteil des PrP*® und der Aggregationszustand des PrP>C.
Die Infektiositat ist aufgrund der langen Zeitdauer von Bioassays als diagnostischer
Marker nicht geeignet. Alle bisher zugelassenen BSE-Diagnostik-Methoden beruhen
auf dem Nachweis des Proteinase K resistenten Teils des PrP>¢ (resPrP*%) und
kénnen BSE erst im fortgeschrittenen Krankheitsstadium nachweisen. Da jedoch z.T.
groRe Anteile des pathologischen PrPs PK sensitiv sind (senPrP%), ist die PK-
Resistenz als diagnostischer Marker nicht uneingeschrankt geeignet.

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein Verfahren zu entwickeln, welches sich zur
Diagnose von Prion-Krankheiten insbesondere BSE besser eignet und das Potential
einer Fruhdiagnose oder sogar eines Lebendtest verspricht. Dazu eignet sich der
Nachweis des Aggregationszustandes des PrP°. Als Nachweismethode fir
Aggregate in Losung stand die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) zur
Verfiigung.

Als erster Schritt war die Isolation vom PrP¢ bzw. PrP®5F ohne den Einsatz eines
proteolytischen Schrittes nétig. Zur Isolation von PrP*¢ aus Hamsterhirngewebe war
die Methode der NaPTA-Fallung bekannt (Safar et al., 1998). Sie basiert auf einer
selektiven Fallung von PrP°°-Aggregaten, wahrend monomeres PrP¢ im Uberstand
verbleibt. Anhand dieser Methode wurde ein Aufreinigungsprotokoll fiir PrP%° aus
Hamsterhirn etabliert, welches durch die Einfuhrung geeigneter Waschschritte die
Isolation von PrP>¢ mit einem hohen Reinheitsgrad ermdglichte. Dieses Protokoll
wurde anschlieBend auf die Isolation von PrP®SE aus Rinderhirn tibertragen.

Als Sonden zum Nachweis von PrP*® mittels 2D-FIDA eignete sich die
Antikérperkombimation D13 und R1, fir PrP®SF Saf32 und 12F10. Mit der
Verwendung von zwei verschiedenen Antikorpern und einer zwei Wellenlangen-Optik
im FCS konnten sowohl mit Scrapie infizierte Hamster als auch mit BSE infizierte
Rinder signifikant von gesunden Kontrollgruppen unterschieden werden. Da PrP-
Aggregate in Suspension jedoch nicht gleichverteilt vorliegen, lie3en sich enorme
Standardabweichungen zwischen Messungen der gleichen Probe nicht verhindern.
Daher wurde eine neue Analysestrategie entwickelt. Diese zielt darauf ab,
aufgereinigte Prionaggregate auf der Oberflache eines Messchips mit Hilfe eines
Captures zu immobilisieren und dann durch Abscannen oberhalb der Bodenflache
mittels zwei Wellenlangen-FCS zu detektieren. Diese Methode, SPILA (single patrticle
immuno-sorbant laser-scanning assay) genannt, konnte erfolgreich zur Diagnose von
Scrapie und BSE angewendet werden.

Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neuartiges Verfahren entwickelt, welches
einen hochspezifischen und hochsensitiven Nachweis von Prionen erlaubt und somit
erstmalig alle Eigenschaften, welche das Potential fir eine Frihdiagnose
voraussetzt, vereinigt.
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