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I. Einleitung

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSEs, Prionkrankheiten) bei Mensch und
Tier sind neurodegenerative Erkrankungen, die bislang tödlich enden [Prusiner 1998].
Diese Gruppe von Erkrankungen (CJK, BSE, Scrapie u.a.) ist bereits seit Jahrhunderten
bekannt. Zuerst beschrieben wurde 1732 Scrapie, die TSE der Schafe [McGowan 1922].
Als sich am Ende des vergangenen Jahrhunderts anzudeuten begann, dass Scrapie die
Speziesbarriere hin zum Rind (BSE) bereits überwunden hatte, und Fälle einer bis da-
hin unbekannten Form der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) beim Menschen bekannt
wurden, bestand schnell der Verdacht, es könnte hier ein Zusammenhang bestehen. Be-
fürchtungen traten auf, die neue Variante der CJK könnte durch Produkte aus tierischen
Rohstoffen auf Menschen übertragen werden und viele Opfer fordern.
Um Infektionen zu verhindern, wurden zunächst die Verbreitungswege infektiösen Mate-
rials durch verschiedene Maßnahmen unterbrochen. Im Weiteren war es wichtig, empfind-
liche diagnostische Methoden zur Verfügung zu haben, um Krankheitsfälle bei Mensch
und Tier erkennen zu können. Denn im Hinblick auf eine Therapie ist das rechtzeitige
Erkennen einer Infektion von zentraler Bedeutung.
Diagnoseverfahren für den Nachweis von Prionkrankheiten wurden bald gefunden; aller-
dings alle mit dem Manko, dass sie einen eindeutigen Befund bislang nur bei Untersu-
chungen von krankhaftem Gehirngewebe erlauben. Dies setzt eine Obduktion voraus und
ist somit nur post mortem möglich. Ein Nachweis des Erregers dieser Erkrankungen, des
infektiösen Prionproteins, aus anderen Körperflüssigkeiten scheitert bislang an der zu ge-
ringen Konzentration des Erregers in anderen Organen oder Körperflüssigkeiten. Durch
Konzentrierung könnte dieses Problem gelöst werden.

Eine Methode zur Anreicherung und Abtrennung von Stoffen aus wässrigen Lösungen, die
vom Prinzip her bereits 1925 von Ostwald [Ostwald 1925] beschrieben wurde, ist die
Zerschäumungsanalyse. Sie ermöglicht es, sowohl polare als auch unpolare Komponenten
aus wässrigen Lösungen anzureichern oder zu separieren. Die Zerschäumung bietet ver-
schiedenste Vorteile gegenüber alternativen Techniken. Aus ökonomischer Sicht ist diese
Methode denkbar günstig, es fallen vergleichsweise kaum Kosten für die Errichtung einer
Anlage noch für den Betrieb an. Weiterhin ist die Zerschäumung sehr schonend für das
Substrat, zumal keine Temperaturbelastung des Produktes auftritt [Schnepf 1959]. Ein
großer Vorteil aus ökologischer Sicht ist, dass keinerlei Lösungsmittel notwendig sind, die
bei vielen Extraktionsmethoden sowohl im Produkt als auch beim Herstellungsprozess
problematisch sind. Gerade bei sehr verdünnten Lösungen, wo sich bei anderen Trenn-
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methoden die Betriebskosten durch den hohen Volumendurchsatz massiv steigern, ist die
Zerschäumung besonders effektiv, ohne hohen Aufwand oder Kosten zu verursachen.

Auch im analytischen Bereich ist eine Anwendung dieser Technik gut vorstellbar, weil sie
aus sehr stark verdünnten Lösungen besonders hohe Anreicherungen zu erzielen vermag.
In der Analytik ist es oft von entscheidender Bedeutung, einen gewissen Schwellenwert in
der Konzentration zu überschreiten, um eine Detektion zu ermöglichen. Dieses Problem –
die Erfassung geringster Konzentrationen – stellt auch bei der in vivo Diagnose der Trans-
missiblen Spongiformen Enzephalopathien eine große Herausforderung dar. Die minimalen
Stoffmengen sind die Hauptursache dafür, dass die BSE (Bovine Spongiforme Enzephalo-
pathie) sowie die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) bislang nur post mortem nach einer
immunologischen Untersuchung des Stammhirnes eindeutig belegt werden können.

Ziel der Arbeit

Die Intention der vorliegenden Arbeit war es, eine möglichst hohe Anreicherung sowie
Separation des pathologischen Prionproteins, des Erregers der Prionkrankheiten, zu er-
zielen. So soll ein Nachweis aus Körperflüssigkeiten und somit eine Diagnose ante mor-
tem ermöglicht werden. Anders als bei vielen bereits erfolgten Versuchen zur selektiven
Anreicherung des pathologischen Prionproteins soll das Ziel hier durch Anwendung der
Zerschäumungsanalyse erreicht werden.
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II. Grundlagen

1. Prionkrankheiten, Transmissible Spongiforme
Enzephalopathien (TSE)

1.1. Überblick

Die Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSEs) sind Prionkrankheiten, die
übertragbar (transmissibel) sind und eine schwammartige Hirndegeneration (spongiforme
Enzephalopathie) hervorrufen.
Die Bezeichnung „Prionkrankheiten“ rührt daher, dass Übertragung sowie Entwicklung
der krankhaften Veränderung im Hirn (Pathologie) auf ein Protein zurückzuführen sind,
das sog. Prionprotein oder kurz Prion. Dieses Protein kann in unterschiedlichen Struktur-
formen vorliegen. In der sog. zellulären Strukturform ist das Prionprotein funktioneller
Bestandteil des gesunden Organismus. In veränderten Formen beeinträchtigt es jedoch
die Funktion des Gehirns und bildet im Gehirngewebe Aggregate aus, die das Gewebe
schädigen und letztlich zerstören, was bislang unausweichlich den Tod zur Folge hat.
Diese Prionkrankheiten sind nur z.T. ansteckend im klassischen Sinne, dennoch zählt man
sie zu den Infektionskrankheiten. Die Bezeichnung „transmissibel“ im Namen der Krank-
heiten deutet auf die Tatsache hin, dass sie zwischen Arten übertragbar sind, man spricht
von der Überwindung der Spezies-Barriere. Diese findet i.d.R. nicht durch natürliche In-
fektion statt.
Die Prionkrankheiten (TSEs) des Menschen haben eine niedrige Inzidenz und waren da-
her früher kein für die Allgemeinheit dringliches Problem. Erst durch die BSE-Epidemie
und deren Zusammenhang mit einer möglicherweise ähnlich starken Ausbreitung der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) beim Menschen wurden die TSEs in das Interessens-
feld einer großen Öffentlichkeit gerückt.

Die ersten wissenschaftlichen Hinweise auf eine der Prionenkrankheiten stammt aus dem
Jahr 1732. Damals wurde die Scrapie (Traberkrankheit, „Trab“) beschrieben, die TSE der
Schafe [McGowan 1922]1.

1 Anm.: Literaturangaben nach beendetem Satz beziehen sich auf die Inhalte der vorhergehenden Sät-
ze; befindet sich die Angabe in einem Satz, so bezeichnet die Angabe die Quelle des unmittelbar
vorhergehenden Sachverhaltes.
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Creutzfeldt [Creutzfeldt 1920] und Jakob [Jakob 1921a] beschrieben um 1920 als Ers-
te eine TSE beim Menschen, die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK).
BSE wurde 1986 erstmals als eigenes Krankheitsbild erkannt und 1987 beschrieben
[Wells 1987]. Nach gehäuftem Auftreten von BSE forcierte man in Großbritannien 1990
die epidemiologische Überwachung der CJK. Ab 1995 erkrankten und verstarben viele
Menschen an der neuen Variante der CJK. Diese, so wurde vermutet, könne kausal mit
der BSE verknüpft sein.
Der große Schritt hin zu einem Verständnis der TSE war die von Prusiner [Prusiner 1982]
veröffentlichte These, dass bei den Prionkrankheiten ein bis dahin nicht bekannter Mecha-
nismus der Übertragung und Entwicklung von Krankheiten auftritt, der lediglich durch
Proteine bzw. deren räumliche Struktur bedingt wird.

1.2. Die verschiedenen Transmissiblen Spongiformen
Enzephalopathien

Einen Überblick über die bislang bekannten Transmissiblen Spongiformen Enzephalopa-
thien bei verschiedenen Spezies gibt Tabelle II.1 (Seite 5), eine detaillierte Beschreibung
der aufgezählten Erkrankungen folgt.

1.2.1. Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK)

1920 beschrieb Hans Creutzfeldt [Creutzfeldt 1920], 1921 unabhängig davon Alfons
Jakob [Jakob 1921a], ein seltenes Symptom, eine „spastische Pseudosklerose“, die heute
die Bezeichnung Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) trägt. Je nach Ursache bzw. Über-
tragungsweg werden verschiedene Formen unterschieden.

Statistische Erhebungen über die Entwicklung der Opferzahlen der CJK in Großbritannien
sowie aktuelle internationale CJK-Fälle werden unter II.1.9 ab Seite 39 präsentiert.

Bei der sporadischen (idiopatischen) Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJK) kann eine In-
fektionsquelle für die Erkrankung nicht identifiziert werden. Als Ursache sind zufällige
somatische Änderungen des PRNP2 sowie spontane Konformationsänderungen des be-
reits exprimierten Prionproteins denkbar. Letztere könnten in einer Art Kettenreaktion
(wie bei allen Prionkrankheiten) ihre Fehlfaltung auf weitere gesunde PrPC übertragen.
[Budka 2001a]
Die Inzidenz dieser Form beträgt 0,3 bis 1,3 Fälle pro 106 Einwohner pro Jahr. Sie macht
80 bis 90 % aller CJK-Fälle aus [Delasnerie-Laupretre 1995].
Bei der sCJK ist weiterhin festzustellen, dass bestimmte genetische Konstellationen die
Entstehung der Krankheit begünstigen. 72 % aller an dieser Form der CJK Erkrankten

2 Gen, das für das Prionprotein kodiert
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Tabelle II.1.: Überblick über die einzelnen Formen der Transmissiblen Spongiformen Enzepha-
lopathien (TSE) bei Mensch und Tier [Hörnlimann 2001b]

Vor-
kommen
bei

Krankheitsformen Internationale
Bezeichnung

Kurzbe-
zeichnung

Quelle und Jahr der
Erstbeschreibung

Mensch Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit

Creutzfeldt-
Jakob-Disease

CJK [Creutzfeldt 1920]

sporadisch sCJK [Jakob 1921b],
[Jakob 1921a]

iatrogen iCJK
familiär-genetisch fCJK
neue Variante nvCJK [Will 1996]
Gerstmann-
Sträussler-Scheinker-
Syndrom

Gerstmann-
Sträussler-
Scheinker-
Syndrom

GSS [Dimitz 1913]
[Gerstmann 1928]
[Gerstmann 1936]

Kuru Kuru Kuru [Zigas 1957]
Tödliche (oder leta-
le) familiäre Schlaflo-
sigkeit

Fatal Familiar
Insomnia

FFI [Lugaresi 1986b]

Tier Traberkrankheit der
Schafe und Ziegen

Scrapie Scrapie 1732 nach
[McGowan 1922]

übertragbare Hirnde-
generation der Nerze

Transmissible
Mink
Encephalopathy

TME [Burger 1965],
[Hartsough 1965]

Chronisch zehrende
Krankheit der Hirsche

Chronic
Wasting
Disease

CWD [Williams 1980]

Schwammartige Hirn-
degeneration der
Rinder und rinder-
artigen Wiederkäuer
(Bovidae)

Bovine
Spongiforme
Encephalopathy

BSE [Wells 1987]
[Jeffrey 1988]

Feline
Spongiforme
Encephalopathy

FSE [Wyatt 1990]
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sind auf dem PRNP am Codon 129 homozygot für die Aminosäure Methionin, während
diese Genkonstellation nur bei 37 % der gesamten Bevölkerung auftritt [Palmer 1991].

Die familiäre CJK (fCJK, familiär-genetisch bedingt, hereditär) wird autosomal-dominant
vererbt. In betroffenen Familien wurden unterschiedliche PRNP-Punktmutationen sowie
Insertionsmutationen nachgewiesen. Die fCJK macht etwa 10 % aller CJK-Fälle aus.
[Budka 2001a]

Die Iatrogen erworbene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJK) umfasst die Fälle, bei denen
die Übertragung der CJK durch medizinische Eingriffe oder Unfälle (akzidentell) erfolgt
war. Am häufigsten wurde diese sehr seltene Form iCJK durch parenterale Verabreichung
von kontaminiertem Wachstumshormon übertragen. Diese Präparate werden aus Hypo-
physen von Leichen extrahiert. Weiterhin nimmt man Transplantationen (z.B. Augen-
hornhauttransplantationen oder Übertragungen der harten Hirnhaut) oder unzureichend
inaktivierte neurochirurgische Instrumente als Übertragungsweg an. [Budka 2001a]
Bis 1998 wurden weltweit etwa 180 Fälle von iatrogener CJK bekannt [Budka 1998].

Die neue Variante CJK (nvCJK), zuerst 1996 beschrieben, wird in Zusammenhang mit
der BSE bei Rindern gebracht. Sie trat und tritt v.a. in Großbritannien auf [Will 1996].
Nach den ersten Fällen von BSE wurde in Großbritannien eine verstärkte Überwachung
der CJK eingeleitet. Man wollte mit einem eigens eingeführten Überwachungsprogramm
etwaige Änderungen in der Epidemiologie oder bei anderen Charakteristika der CJK erfas-
sen. Ende 1995 wurden in Großbritannien Fälle von CJK-Patienten mit untypisch nied-
rigem Sterbealter bekannt. Weiterhin wichen der klinische Verlauf, die psychiatrischen
Symptome sowie die neuropathologischen Befunde stark von denen der bis dahin bekann-
ten CJK-Fälle ab.
Die Ursache der nvCJK wird nach wie vor (von der überwiegenden Mehrheit der Wissen-
schaftler) im Konsum von stark erregerhaltigem bovinem Gewebe gesehen. Man vermutet,
dass in den 80er Jahren tierisches Gewebe (v.a. Rückenmark) erkrankter Rinder in Le-
bensmittel gelangte, das stark mit pathologischem Prionprotein kontaminiert war. Im
Verdacht steht hier vor allem Separatorenfleisch, bei dessen Gewinnung es leicht zu ei-
ner Kontamination mit stark erregerhaltigem Gewebe kommen kann. Folge war eine weit
verbreitete Exposition gegenüber dem infektiösem BSE-Agens [Anderson 1996]. Bereits
1989 wurde durch gesetzliche Vorschriften die Verwertung von Risikomaterial verboten.
[Will 2001]
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1.2.2. Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS)

Erstmalige Erwähnung findet das Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom (GSS) bereits
1913 und 1928 [Dimitz 1913, Gerstmann 1928]. Ausführlich beschrieben wurde sie 1936
von Josef Gerstmann, Erwin Sträussler und Isaak Scheinker [Gerstmann 1936]. Das
GSS ist ausschließlich erblich bedingt und Prototyp einer autosomal-dominant vererbten
familiären TSE. Nach neuen Forschungsergebnissen erscheint es nicht gerechtfertigt, wei-
terhin zwischen GSS und familiärer CJK zu unterscheiden [Budka 2001c]. GSS konnte
im Versuch auf Affen [Masters 1981], Ratten und Mäuse [Tateishi 1997] übertragen
werden.

1.2.3. Kuru („der lachende Tod“)

Diese Prionerkrankung des Menschen wurde 1957 erstmals detailliert beschrieben
[Zigas 1957]. Die Erfahrungen mit Kuru waren für den Verlauf der Erforschung der ge-
samten TSEs sehr aufschlussreich, denn viele Erkenntnisse über Ansteckung, Verbreitung
und Verlauf der Kuru zeigten deutliche Parallelen zu anderen Prionkrankheiten.
Kuru ist eine Krankheit, die bei einigen Volksstämmen, v.a. bei den Fore, den Eingebore-
nen im östlichen Hochland von Papua Neuguinea, auftrat [Gajdusek 1966]. Als Ursachen
gelten der Endokannibalismus sowie spezielle rituelle Handlungen mit den Verstorbenen
[Zigas 1990]. Mitte der Fünfziger Jahre wurden diese Riten eingestellt und die Anzahl
der Erkrankungen ging zurück, heutzutage gibt es keine neuen Fälle mehr.
Zum einen wurde infektiöses Hirngewebe verstorbener Angehöriger verzehrt (enterale Auf-
nahme). Ein anderer Infektionsweg war die parenterale Aufnahme über die Körperoberflä-
che, vor allem über die Schleimhäute. Nach der Entfernung des Gehirns aus dem Schädel
verrieben die Fore dieses auf dem ganzen Körper. Von den beiden Infektionswegen ist der
parenterale Weg wesentlich effizienter als der enterale und hat eine kürzere Inkubationszeit
zur Folge. Eine direkt-horizontale Übertragung (natürliche Übertragung von Mensch zu
Mensch) konnte bei der Kuru nicht beobachtet werden. Dies scheint bei allen Prionkrank-
heiten, mit Ausnahme von Scrapie und CWD, der Fall zu sein. [Hörnlimann 2001d]
Selbst erkrankte stillende Mütter übertrugen Kuru nicht durch die Muttermilch auf ihre
Kinder [Alpers 1979].
Mitte der Fünfziger Jahre wurden diese Riten eingestellt und die Anzahl der Erkrankun-
gen ging zurück, heutzutage sind keine neuen Fälle bekannt.
Hirnschnitte von Kuruopfern weisen die für Prionkrankheiten typischen mikroskopisch
kleinen Löcher (Vakuolen) und Kuru-Plaques auf. Speziell bei Kuru befinden sich die-
se Gewebezerstörungen im Kleinhirn, was die Symptomatik der Krankheit bedingt. Die
kuruspezifischen Verhaltensweisen, ein Lächeln im Anfangsstadium, das sich weiter bis
zu euphorischen Phasen steigert, sowie eine Neigung zu Gelächter und Gekicher von Er-
krankten liegen der Bezeichnung „der lachende Tod“ zugrunde. [Hörnlimann 2001d]
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1.2.4. Tödliche (oder letale) familiäre Schlaflosigkeit (fatal familial insomnia,
FFI)

Die tödliche familiäre Schlaflosigkeit („fatal familial insomnia“, FFI) ist eine weitere fa-
miliäre (genetische, erbliche, hereditäre) Prionkrankheit des Menschen. Diese autosomal-
dominant vererbbare neurodegenerative Krankheit ist charakterisiert durch progrediente,
unabänderliche Schlaflosigkeit, Dysautonomie und motorische Ausfälle [Lugaresi 1986b].
Jedoch handelt es sich hier um einen anderen genetischen Defekt (Mutation) als beim
Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom oder bei der familiären CJK. Die erstmalige Be-
schreibung erfolgte 1986 [Lugaresi 1986a, Lugaresi 1986b]. Die Erkrankung bedingt
eine Schlaflosigkeit, die letal endet [Hörnlimann 2001d].
1995 gelang erstmals eine experimentelle Übertragung dieser Erkrankung [Tateishi 1995].
Empfänglich für diese Krankheit sind nur Menschen, die Träger einer bestimmten, prä-
disponierenden genetischen Mutation sind. [Budka 2001b]

Bei den familiären Prionkrankheiten des Menschen FFI, GSS, fCJK können aufgrund ihrer
hereditären Natur jeweils im Stammbaum der betroffenen Familien weitere Fälle gefunden
werden [Hörnlimann 2001b]. Es handelt sich bei diesen nicht um neue Krankheiten,
lediglich die wissenschaftliche Beschreibung erfolgte erst im 20. Jahrhundert.

1.2.5. Traberkrankheit der Schafe und Ziegen

Die Traberkrankheit (Scrapie) tritt weltweit auf. Scrapie ist die am frühesten (1732) be-
schriebene Prionkrankheit und befällt Schafe und Ziegen [McGowan 1922]. In England
wurde Scrapie zwischen 1920 und 1950 durch das gehäufte Auftreten bereits zu einem
wirtschaftlichen Problem, was eine Erforschung notwendig werden ließ. Vermutlich erfolgte
damals auch die Verbreitung der Krankheit in etliche weitere Länder [Hourrigan 1979].
Ende des letzten Jahrhunderts wurde die Scrapieforschung wegen des Auftretens der BSE
und nvCJK wieder forciert, nachdem man den Zusammenhang zwischen den TSEs und
die Übertragbarkeit zwischen verschiedenen Species erkannte.
Aufgrund der Inkubationszeit, des Läsionsprofiles (Verteilungsmuster der pathologischen
Veränderungen im Gehirn), der Empfindlichkeit des PrPSc gegenüber Verdau mit Prote-
inase K (PK) sowie weiterer Kriterien können bislang mehr als 15 Scrapie-Erregerstämme
unterschieden werden [Detwiler 2001].
Die experimentelle Übertragung der Scrapie gelang zuerst 1936 und 1938, der infektiöse
Charakter dieser Erkrankung war somit nachgewiesen [Cuillé 1936, Cuillé 1938].
Die Übertragung der Scrapie zwischen Schafen resp. Ziegen erfolgt nach Pattison in ers-
ter Linie maternal. Entweder intrauterin oder extrauterin, als Folge des engen Kontakts
während und nach der Geburt [Pattison 1972, Pattison 1974]. Der Erreger wird im
Fruchtwasser oder in der Plazenta ausgeschieden und kann so auf Lämmer und ältere
Tiere übertragen werden [Brotherston 1968]. Die Aufnahme des Erregers erfolgt über
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den Verdauungstrakt [Hadlow 1982], über Bindehäute [Haralambiev 1973] oder über
Hautläsionen [Stamp 1959]. Eventuell kann es auch zu einer Übertragung durch Heumil-
ben kommen [Wisniewski 1996].
Wie bei allen Prionkrankheiten kommt es zu einer Schädigung des Zentralen Nervensys-
tems. Bei der Scrapie äußert sich das vor allem in Form von Juckreiz und in der Folge
Scheuern, Nervosität und Aggressivität, Schreckhaftigkeit, Bewegungsstörungen, Festlie-
gen, Zittern und letztlich dem Tod. [Detwiler 2001]

1.2.6. Schwammartige Hirndegeneration der Rinder und rinderartigen
Wiederkäuer (Bovidae) – Bovine Spongiforme Enzephalopathie, BSE

1986 wurde, erstmals am zentralen britischen Veterinärlabor, bei der histologischen Ge-
hirnuntersuchung eines Rindergehirns eine lichtmikroskopisch sichtbare Durchlöcherung
des Hirngewebes festgestellt. Dieser nie zuvor bei einem Rind festgestellte Befund wur-
de „Schwammartige Hirndegeneration der Rinder“ (Bovine Spongiforme Enzephalopathie,
BSE) genannt [Wells 1987].
Wie beschrieben, tritt Scrapie seit Jahrhunderten in Großbritannien (GB) auf. Der Zusatz
von Tiermehl zu Futter von Schwein, Schaf und Rind war seit Ende des 19. Jahrhunderts
in GB und vielen weiteren Ländern verbreitet. Die Verfütterung dieser Stoffe, in die u.a.
Hirngewebe von infizierten Schafen einfloss, begann aber erst Probleme aufzuwerfen, als
die Technologie der Tierkörperverwertung in GB in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts
massiv geändert wurde [Ford 1996]. Im Rahmen der Umstellung des Batchverfahrens
auf kontinuierlichen Betrieb wurde einerseits auf die Fettextraktion mit Perchlorethylen
verzichtet, andererseits wurden die Erhitzungstemperatur sowie die Erhitzungsdauer ver-
ringert. Das daraus resultierende Tiermehl fungierte als Vektor für die Übertragung des
infektiösen Materials zwischen den beiden Arten. [Wilesmith 1991]
Das Verbot der Verfütterung von Wiederkäuerprotein an Wiederkäuer wurde in GB 1988
erlassen. Die positiven Auswirkungen dieser Maßnahme zeigten sich erst 1993 in der Über-
windung des Höhepunktes der Epidemiekurve. [Hörnlimann 2001c]
Die klinischen Symptome schreiten mit Dauer der Erkrankung fort und dauern Wochen
bis Monate, zuletzt folgt der Tod. In erster Linie sind dies Übererregbarkeit, Nervosität,
Ängstlichkeit, Überempfindlichkeit auf Lärm, Berührung, z.T. auch Licht sowie später
Ataxie bis hin zum Festliegen [Schicker 2001].
Wie die herdeninterne Inzidenz der BSE zeigt, ist eine horizontale Übertragung (von Rind
zu Rind) nicht anzunehmen [Wilesmith 1996]. Denn eine Häufung von Krankheitsfäl-
len in einer Herde, wie sie bei horizontal ansteckenden Krankheiten auftritt, wird nicht
beobachtet.

Zur Entstehung der BSE gibt es unterschiedlichste Theorien. Aktueller Stand der For-
schung ist, dass die BSE durch Verfütterung von ovinem PrPSc an Rinder ausgelöst wurde.
Dies geschah durch unzureichende Inaktivierung des Prionproteins während der Gewin-
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nung des Tiermehls aus kranken Schafskörpern, das anschließend an Rinder verfüttert
wurde [Wilesmith 1991]. Das Überwinden der Speziesbarriere, also das Überschreiten
der Artengrenze, erfolgte demzufolge in einer Anpassung des Erregerproteins vom Schaf
an das Rind. Es kam hier zu einer Modifikation, denn das bovine PrPSc unterscheidet sich
von jedem einzelnen der ovinen Erregerstämme [Fraser 1992].
Eine ähnliche Theorie besagt, dass die BSE bereits länger in einer symptomlosen Form
existierte, aber erst durch das veränderte Aufbereitungsverfahren des Tiermehls ausuferte,
bzw. nur die Inzidenz durch den sorglosen Umgang bei der Herstellung von Tierkörpermehl
erhöht wurde. [Hörnlimann 2001c]
Weiterhin geht eine andere Theorie davon aus, dass der Scrapie-Erreger eine molekulare
Änderung erfahren hat, welche die Virulenz steigerte und so die Artenschranke überwinden
konnte [Wilesmith 1994].
Eine Theorie, die in eine völlig andere Richtung geht, ist die Organophosphat-Hypothese.
Ihr zufolge ist BSE eine Konsequenz des in GB weit verbreiteten Einsatzes von Phosmet,
einer Organophosphat-Verbindung, die als Insektizid eingesetzt wurde [Purdey 1994,
Purdey 1996]. Neuere Veröffentlichungen, die diese Theorie stützen würden, liegen nicht
vor.
Im Jahr 2005 wurde eine weitere Theorie zum Ursprung der BSE veröffentlicht. Sie besagt,
dass die BSE in Europa, v.a. in GB, von kontaminiertem Tiermehl ausgelöst worden sei,
das vom indischen Subkontinent stammte. Dort soll bei der Gewinnung des Tiermehls auch
menschliches, mit CJK belastetes Material, verarbeitet worden sein. [Shankar 2005]
Während früher davon ausgegangen wurde, dass es nur eine Variante der BSE und somit
einen Stamm von infektiösem Prionprotein beim Rind gibt, fand Casalone
[Casalone 2004] eine zweite Variante. Diese ruft nicht die sonst beobachtete schwammige
Struktur hervor, sondern sog. amyloide Plaques, welche in Regionen des Gehirns auftre-
ten, die bei der früher bekannten Form der BSE nicht betroffen waren. Der Erregerstamm
ist dem Prionprotein ähnlich, das die spontan auftretende sCJK hervorruft. Ob nun diese
neu gefundene PrP-Variante verantwortlich für das Überspringen der Speziesgrenze ist,
bleibt zu erforschen.
Statistische Erhebungen über die Entwicklung der Opferzahlen der BSE in Deutschland
und Großbritannien sowie aktuelle internationale BSE-Fälle sind am Ende dieses Kapitels
unter II.1.8 (ab Seite 34) dargestellt.

1.2.7. Weitere Prionkrankheiten

Im Folgenden werden einige TSEs angeführt, die aufgrund geringerer Bedeutung nicht
detailliert beschrieben werden. Allen gemeinsam sind die mehr oder minder ähnlichen, für
die Prionkrankheiten typischen, Symptome. Weiterhin enden sie wie alle Prionkrankheiten
bislang letal.
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• Chronisch zehrende Krankheit der Hirsche
(chronic wasting disease, CWD)
Die Chronisch zehrende Krankheit der Hirsche ist in erster Linie in Nordamerika
verbreitet und betrifft dort sowohl Tiere, die von Menschen gehalten werden, als
auch in Freiheit lebende [Williams 2001].

• Übertragbare Hirndegeneration der Nerze
(transmissible mink encephalopathy, TME)
Diese Prionkrankheit betrifft ausschließlich Farmnerze (Mustela vison)
[Hadlow 2001]. TME als seltene, nicht ansteckende Prionkrankheit ist verursacht
durch die Verfütterung von mit dem TSE-Erreger kontaminierten Material an diese
Tiere [Marsh 1993].

• Prionkrankheiten bei Zootieren
In britischen zoologischen Gärten werden seit 1986 immer wieder spongiforme Enze-
phalopathien bei Wildtieren festgestellt. Bei den betroffenen Individuen handelte es
sich entweder um Vertreter der Familien der Hornträger und somit um BSE-Opfer
oder um Vertreter der Familie der Katzen (Felinae) und daher um Opfer der FSE
(s.u.). Gemein ist allen diesen Tieren, dass sie mit Futter versorgt wurden, das mit
Tiermehl versetzt war. [Kirkwood 2001]

• Feline spongiforme Enzephalopathie (FSE) der Katzen
Neben den in zoologischen Gärten in GB an FSE erkrankten Tieren aus der Familie
der Felinae gab es auch einige Fälle bei Hauskatzen [Hewicker-Trautwein 2001].

1.3. Ätiologie: Ein Protein als Erreger

Das pathologische Prionprotein (PrPSc) war bei der ersten Beschreibung der Prionkrank-
heiten noch nicht als Erreger dieser Gruppe von tödlichen Krankheiten bekannt.
Nach dem derzeitigen Stand der Forschung ist Prusiners Theorie der pathologischen Prio-
nen als Erreger mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit als richtig anzunehmen.
Neue Forschungsergebnisse stützen diese „Nur-Protein-Hypothese“ [Legname 2004].
Auch der jüngst geglückte Versuch, infektiöses Prionprotein im Labor zu generieren, un-
termauert Prusiners Prion-Theorie [Castilla 2005].
Als Prusiner [Prusiner 1982] diese sog. „Nur-Protein-Hypothese“ (protein-only-hypo-
thesis) äußerte, stieß er auf große Skepsis, teilweise auch Ablehnung, in der wissenschaftli-
chen Welt. Seine These besagt, dass der Erreger der Scrapie nur aus Protein aufgebaut ist
und keine DNS enthält. Bis dahin war es undenkbar, dass ein Krankheitserreger sich ohne
die Erbsubstanz DNS (Desoxyribonukleinsäure) im Wirtsorganismus vermehren und ei-
ne Infektionskrankheit hervorrufen könnte. Ein Replikationsmechanismus ohne Beteilung
von DNS wurde nie zuvor beschrieben. Selbst Viren enthalten DNS, und die kleinsten
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bekannten Krankheitserreger, die Virionen, bestehen ausschließlich aus Erbgut (DNS).
[Prusiner 1998]
Ursache für die Prionkrankheiten ist eine „Fehlfaltung“ des gesunden, körpereigenen Prion-
proteins PrPC (C für cellular, d.h. zellulär) hin zu einer infektiösen, pathologischen (krank-
haften) und pathogenen (krankmachenden) Form, dem PrPSc (Sc für Scrapie). Die Be-
zeichnung PrPSc wird für das pathologische Prionprotein bei Prionkrankheiten allgemein
verwendet, wenngleich diese nicht identisch mit dem PrPSc der Scrapie sind.
Das PrPSc bewirkt im Wirtsorganismus keine Replikation bzw. Expression des eigenen
Proteins. Es betreibt auch keinen eigenen Stoffwechsel wie zelluläre Erreger (z.B. Bak-
terien), sondern überträgt seine Struktur auf ein anderes Protein, das die gleiche (oder
eine ähnliche, im Falle des Überschreitens der Speziesgrenze) Primärstruktur hat. Das
PrPSc muss somit keinen stofflichen Umbau bewirken, sondern lediglich die Konformati-
on (Sekundär-, Tertiär- und evtl. Quartärstruktur) des vorhandenen PrPC ändern, also
die eigene räumliche Anordnung auf ein gesundes PrPC übertragen. Dieses Kopieren der
infektiösen Form des PrPSc auf PrPC läuft dann in Form einer Kettenreaktion weiter.
[Prusiner 1991]
Das PrP agiert (in seiner pathologischen Form) als Chaperon für sich selbst (in der zellu-
lären Form) [Riesner 2001a].
Die pathologische (pathogene, infektiöse) Form des Prionproteins hat einen deutlich er-
höhten Anteil an β-Faltblattbereichen gegenüber dem gesunden PrPC , dessen Sekundär-
struktur überwiegend aus α-Helix besteht [Pan 1993].

Im Folgenden werden bedeutende Grundlagen über das Prionprotein sowie Genetik und
Pathologie speziell in Bezug auf die Situation beim Menschen beschrieben. Die Transmis-
siblen Spongiformen Enzephalopathien unterscheiden sich bei verschiedenen Spezies. Die
einzelnen Formen bei unterschiedlichen Tierarten sind für diese Arbeit nicht von Interes-
se.
Bei der Darstellung der Strukturen des Prionproteins muss z.T. auf das rekombinante
Prionprotein des syrischen Hamsters (SHarPrP) Bezug genommen werden, da die Struk-
turaufklärung auf Basis dieses Proteins durchgeführt wurde.

1.3.1. Das zelluläre Prionprotein PrPC

Das humane PrPC ist ein Glykoprotein, d.h. ein konjugiertes Protein, das im Molekül
neben der Aminosäurekette auch Kohlenhydrate enthält. Die Aminosäurekette weist eine
Länge von 253 Aminosäuren auf [Kretzschmar 1986]. Das für das Prionprotein kodie-
rende Gen PRNP liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 20. Es setzt sich aus zwei
Exons und einem Intron von 13 kb (Kilobasen) Länge zusammen. Die Sequenz des PrP
liegt auf dem zweiten Exon [Puckett 1991]. Die genomische Struktur des PRNP ist bei
vielen Säugetieren ähnlich. Auf Aminosäureebene findet sich eine ausgeprägte Homolo-
gie der Prionproteine von verschiedenen Säugetierspezies. Paarweise Vergleiche der Ami-
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nosäuresequenz des PrP verschiedener Säugerspezies zeigten eine Übereinstimmung von
i.d.R. über 90 % [Schätzl 1995]. Diese Gegebenheit ist von zentraler Bedeutung für die
Transmissibilität der TSEs zwischen unterschiedlichen Spezies. Weiterhin ist diese große
Ähnlichkeit Ursache dafür, dass übertragene pathologische Prionproteine oder bereits zu
PrPSc umgewandeltes körpereigenes PrPC vom Immunsystem nicht als körperfremd bzw.
pathologisch erkannt werden.

Das zelluläre Prionprotein PrPC ist ein Membranprotein. Es wird überwiegend auf der
Oberfläche von Neuronen (Nervenzellen) gebildet, aber auch an der Zellwand von Astro-
zyten sowie in einer Vielzahl verschiedener anderer Zelltypen exprimiert
[Kretzschmar 1986, Liberski 1992, Moser 1995].
Die Bildung des PrPC erfolgt in Hirn, Rückenmark, Lunge, Milz und Muskeln
[Basler 1986, Bendheim 1992, Oesch 1985].

Aus funktioneller Sicht ist die kupferbindende Eigenschaft des zellulären Prionproteins
von zentraler Bedeutung [Brousolle 1989, Stöckel 1998, Viles 1999].
Jüngst wurde festgestellt, dass das Prionprotein bei Mäusen eine positive Wirkung auf
adulte blutbildende Stammzellen ausübt, indem es deren Überleben in Stresssituationen
begünstigt. Bei Mäusen ohne das PRNP (knock-out Mäuse) wird die Blutbildung durch
Myelotoxine empfindlich geschwächt. Im Falle von ektopischer3 Expression von PrP in
Knochenmarkszellen gewinnen diese Tiere jedoch die Fähigkeit zur Blutbildung zurück
[Zhang 2006].
Am N-Terminus weist das humane PrPC eine Signalsequenz von 22 Aminosäuren auf.
Am entgegengesetzten Ende der Proteinkette (C-Terminus) wird beim sog. Reifen des
Proteins eine Sequenz von 23 Aminosäuren abgespalten und am Serinrest 230 ein GPI-
Anker (Glykosyl-Phosphatidylinositol-Anker) angefügt. Über diesen GPI-Anker ist das
reife PrPC in der Zelloberfläche verankert [Stahl 1987]. Die Verankerung erfolgt in sog.
DRMs (detergent-resistant membrane domains), auch als „rafts“ bezeichneten, Strukturen
[Sarnataro 2004].

Die oben genannten, möglichen N-Glykosylierungen erfolgen an zwei Glykosylierungsstel-
len, welche sich an den Aminosäureresten 181 sowie 197 befinden. Das PrP kann an den ge-
nannten Stellen keine, eine oder zwei Glykosylierungen aufweisen, schematisch dargestellt
in Abbildung II.1 (Seite 14). Bei verschiedenen Varianten der CJK treten Unterschiede in
der Glykosylierung auf [Parchi 1997, Collinge 1996].

Die N-terminale Hälfte des Prionproteins enthält eine vierfache Octarepeatregion, die
Kupferionen-bindende Eigenschaften aufweist [Brousolle 1989, Hornshaw 1995a],
[Hornshaw 1995b]. Weiterhin besitzt das PrPC eine Disulfidbrücke zwischen zwei Cystein-
Resten [Stahl 1991], die essentiell für die Stabilität der dreidimensionalen Struktur ist
[Mehlhorn 1996]. Schematisch dargestellt ist dies in den Abbildungen II.1 (Seite 14)
sowie II.2 (Seite 15).

3 nicht an typischer Stelle liegend [Roche 2006]
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Abbildung II.1.: Schematische
Darstellung von Hamster-
Prionprotein SHaPrP. In voller
Länge besteht SHaPrP aus
254 Aminosäuren. CHO stellt
die Glykosylreste dar. Wei-
terhin ist die Disulfidbrücke
–S–S– eingezeichnet. Ganz
rechts am obersten Balken („PrP
Polypeptide“) befindet sich der
GPI-Anker. Nach der Modi-
fikation bestehen PrPC sowie
PrPSc aus 209 Aminosäuren.
PrP27−30 ist das Fragment vom
PK-stabilen PrPSc nach dessen
Verdauung. Der Maßstab unten
zeigt die laufend nummerierten
Codons (Nukleinsäurentripletts)
an. Diese entsprechen den
Aminosäuren. [Prusiner 1998]

1.3.2. Das pathologische Prionprotein PrPSc

Einen Bildungsort im Sinne einer Expression des pathologischen PrPSc gibt es nicht.
Es wird aus zelleigenem PrPC gebildet. Das PrPSc wird überwiegend im Hirngewebe,
aber auch im zentralen Nervensystemsowie im lymphoretikulären Geweben akkumuliert.
In wesentlich geringerer Konzentration findet es sich auch in anderen Geweben und
Körperflüssigkeiten.[Riesner 2001a]
Abbildung II.3 (Seite 16) zeigt eine modellhafte Darstellung der Tertiärstruktur des hu-
manen infektiösen Prionproteins huPrPSc.

Im Falle der oralen Aufnahme (enteraler Übertragungsweg) des PrPSc kommt es zu-
nächst zu einer Anreicherung in den Payer´schen Plaques des Gastrointestinaltraktes
[Mestre Frances 1979]. Die Ausbreitung des pathologischen PrPSc im Körper erfolgt
in erster Linie entlang der Nervenbahnen und nicht vorrangig im Blut, obgleich auch im
Blut Infektiosität nachgewiesen werden konnte. Im Blutserum war sehr geringe, in der
Leukozytenmanschette4 wesentlich höhere Infektiosität feststelltbar. [Brown 1999]
Bei unterschiedlichen Spezies wurde in verschiedenen anderen Organen Infektiosität nach-

4 Auflagerung der Leukozyten auf der Erythrozyten-Säule nach Zentrifugieren von Blut oder Sedimen-
tieren ungerinnbar gemachten Blutes [Roche 2006]
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Abbildung II.2.: NMR-Strukturmodell von rekombinantem Hamsterprion (SHa) rPrP(90–
231). Wahrscheinlich gleicht die α-Helix-Struktur des SHa rPrP(90–231) der des PrPC . Das
rPrP(90–231) ist von der Seite her abgebildet, wo vermutlich das PrPSc an das PrPC bindet.
Die Helices A (Aminosäurereste 144–157),B (Aminosäurereste 172–193) und C (Aminosäureres-
te 200–227) (pink) stellen α-Helix-Bereiche dar. Grün resp. blau sind die Bereiche dargestellt,
die eine β-Faltblattstruktur aufweisen. Die Disulfidbrücke zwischen Cys-179 und Cys-214 ist gelb,
und die hydrophobe Region aus den Resten 113–126 rot. [Prusiner 1998]

gewiesen, bei der Scrapie (Schaf, Ziege) u.a. in der Plazanta [Riesner 2001a]. Darin
könnte eine mögliche Ursache für die Übertragung zwischen Individuen liegen, da die
Nachgeburt von Tieren gefressen wird.

1.3.3. Das Immunsystem und PrPSc

Das zentrale Problem für den infizierten Organismus – sowohl bei der Übertragung als
auch während der Inkubationszeit der Prionkrankheiten – besteht in der Ähnlichkeit von
PrP verschiedener Ausformungen (PrPC und PrPSc in allen Modifikationen und Stäm-
men) zueinander. Das Immunsystem ist aufgrund der Übereinstimmung der Aminosäu-
rezusammensetzung nicht in der Lage, pathologisches PrPSc von der zellulären Form zu
unterscheiden [Basler 1986, Souan 2001]. Befindet sich eine relevante Anzahl an spe-
ziesspezifischem PrPSc im Organismus (z.B. durch iatrogene Übertragung innerhalb einer
Spezies oder nachdem die Überwindung der Speziesbarriere auf molekularer Ebene schon
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Abbildung II.3.: Modell der Tertiär-
struktur des humanen infektiösen Prion-
proteins huPrPSc. Rot dargestellt sind
die β-Faltblattstruktur-Bereiche zwischen
den Aminosäureresten 108–113 sowie 116–
122, grün die β-Faltblatt-Bereiche zwi-
schen den Aminosäureresten 128–135 so-
wie 138–144. Die α-Helix-Bereiche in grau
erstrecken sich zwischen den Aminosäure-
resten 178–191 sowie 202–218. Die vier als
Moleküle eingezeichneten Aminosäureres-
te sind bedeutend im Bezug auf die Spe-
ziesbarriere. [Prusiner 1998]

erfolgte), kann dieses, ohne immunologische Schutzreaktion des Körpers, PrPC zu PrPSc

umwandeln.
Beim Eindringen von speziesfremdem PrPSc in einen Wirt kann dessen Immunsystem auf-
grund der weitgehenden Homologie des PRNP der verschiedenen Spezies die Proteine nicht
als körperfremd erkennen (Genaueres hierzu folgt bei der Beschreibung der Speziesbarrie-
re unter II.1.3.6 (Seite 19)). Somit kann sich der Wirtsorganismus selbst nicht gegen die
Invasion sowie Vermehrung der pathologischen PrPSc im Körper zur Wehr setzen. Sein Im-
munsystem stuft das pathologische, fremde PrPSc als reguläres körpereigenes Protein ein.
[Basler 1986, Souan 2001]. In der Konsequenz unterbleiben Immunreaktion, entzünd-
liche Erscheinungen, Interferonproduktion, cytotoxischer Effekt (bei in-vitro-infizierten
Zellen) sowie eine Veränderung des Lymphozyten T- und B-Spiegels [Riesner 2001a].
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1.3.4. Strukturvergleich von PrPC und PrPSc

Das pathologische Prionprotein PrPSc und das „gesunde“, zelluläre Prionprotein haben
eine identische Primärstruktur (Aminosäuresequenz). Auch in der chemischen Zusam-
mensetzung stimmen PrPC und PrPSc eines Individuums überein [Stahl 1994]. Der aus-
schlaggebende Unterschied liegt in der sich unterscheidenden Konformation (räumlichen
Struktur) [Prusiner 2001].
Wie oben erwähnt, enthält die Aminosäurekette beim PrPSc sowie PrP27−30 mehr zu
β-Faltblattstruktur gestreckte Bereiche als das PrPC . β-Faltblattstruktur bedeutet, dass
zwei β-Stränge der Aminosäurekette antiparallel aneinander gelagert sind. Die Antei-
le an α-Helix und β-Faltblattstruktur sind bei PrPSc etwa gleich groß [Riesner 1996,
Safar 1993]. Das zelluläre Prionprotein PrPC hingegen hat große Bereiche, die schraubig
α-helikal aufgewunden sind [Pan 1993], deutlich zu erkennen in Abbildung II.2 (Seite 15).
Die Aggregationseigenschaften des pathologischen PrPSc sowie PrP27−30 sind durch die
β-Faltblattstrukturbereiche bedingt.

Die möglichen Glykosylierungen am Prionprotein (zweifach, einfach oder gar keine) wer-
den bei der Umfaltung zur pathologischen Form des PrP nicht verändert (siehe Abbil-
dung II.4, Seite 18).
In weiteren Bereichen weisen die Eigenschaften beider Formen des PrP – infektiöse und zel-
luläre Form – entscheidende Unterschiede auf. Während PrPC meist wasserlöslich ist, trifft
dies für das PrPSc sowie für die verdaute Form, das PrP27−30, nicht zu. PrPSc neigt zur
Bildung von Assoziaten5 amyloider Struktur. Gelingt es, PrPSc oder Pr27−30 unter Einsatz
spezieller Hilfsmittel (z.B. mit Hilfe denaturierender Tenside, wie SDS [Riesner 1996]) in
eine wässrige Lösung zu bringen, so kann in der Folge keine Infektiosität mehr festgestellt
werden [Riesner 2001a].
Die Bildung von Assoziaten ist eine wichtige Voraussetzung für die weitgehende Stabilität
des Prionproteins PrPSc gegenüber einer enzymatischen Verdauung durch die besonders
aggressiv proteolytische Proteinase K (PK). Im Aggregat mit weiteren PrPSc-Molekülen
erlangt dieses eine für Proteine immens hohe Stabilität gegenüber Hitzedenaturierung
sowie proteolytischer Verdauung. Weiterhin besitzt das PrPSc eine sehr ausgeprägte Sta-
bilität gegenüber UV-Licht [Alpers 1966].
Bei den Assoziaten des pathologischen Prionproteins sind tetramere bis polymere Struktu-
ren vorzufinden. Die Einwirkung von Proteinase K führt zu einer Abspaltung von etwa 68
Aminosäuren vom N-terminalen Ende (je nach Prionstamm leicht variabel). Der verblei-
bende Rumpf des vor der Verdauung als PrPSc bezeichneten pathologischen Prionproteins
weist eine Molekülmasse von 27–30 kDa auf und wird daher zur Abgrenzung vom (un-
verdauten, nativen) PrPSc als PrP27−30 bezeichnet (vergleiche hierzu Abbildung II.1 auf
Seite 14). Dieser Molekülrumpf bildet Assoziate in Form sehr regelmäßiger amyloider Stäb-
chen (Prion Rods) bzw. Scrapie-assoziierte Fibrillen (SAF) und weist sehr hohe Stabilität

5 Zusammenlagerung (Aggregation) von Teilchen gleicher Art
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gegenüber weiterem PK-Verdau auf. Im Gegensatz zum PrPSc bzw. PrP27−30 ist das PrPC

durch Proteinase K schnell zu Oligonukleotiden verdaubar [McKiley 1983]. Obwohl das
PrP27−30 nur mehr ein Rumpf des PrPSc ist, reicht es aus, um die Strukturumwandlung
von PrPC zu bewirken und verfügt über die volle Infektiosität [Riesner 2001a]. Abbil-
dung II.4 zeigt ein Elektropherogramm, in dem verdaute und unverdaute Proben mit PrPC

und PrPSc einander gegenübergestellt sind. Die drei verschiedenen Glykosylierungsformen
sind deutlich zu erkennen.

Abbildung II.4.: Elektropherogramm
von unverdautem sowie PK-verdautem
PrPC und PrPSc Isoformen des Prionpro-
teins: Western Immunoblot von Hirnho-
mogenat nicht infizierter (Bahnen 1 und
2) und mit PrPSc infizierter (Bahnen
3 und 4) syrischer Hamster. Die Pro-
ben auf den Bahnen 2 und 4 wurden
mit 50 µg/mL Proteinase K 30 min bei
37 ◦C verdaut. Das PrPC in den Bahnen
2 und 4 wurde völlig hydrolysiert, wäh-
rend das PrPSc um etwa 67 Aminosäuren
vom NH2-Ende her verkürzt wurde. Nach
der Polyacryl-Gelelektrophorese (PAGE)
und Elektrotransfer wurde das Elektrophe-
rogramm mit Anti-PrP R073 polyklona-
lem Kaninchen-Antiserum entwickelt. Die
Skala links zeigt die Molekülgröße in Kilo-
daltons. [Prusiner 1998]

1.3.5. Übertragung der pathologischen Struktur

Ab dem Zeitpunkt des Eindringens einer relevanten Menge an pathologischem Prionpro-
tein in einen Organismus ist der Umfaltungsprozess des gesunden PrPC zu PrPSc als
der entscheidende Vorgang für das Entstehen und Fortschreiten der Erkrankung verant-
wortlich. Dieser Prozess der Übertragung der räumlichen Struktur von infektiösem auf
gesundes Prionprotein konnte in vitro nachgeahmt werden. Diese systematische Vermeh-
rung fehlgefalteter PrP wird protein misfolding cyclic amplification (PMCA, zyklische
Vermehrung des fehlgefalteten Proteins) genannt [Soto 2002].
Die PMCA wird unter II.1.6 (Seite 22) genauer beschrieben, da sie neben anderen Techni-
ken (z.B. der Zerschäumung) eine Möglichkeit zur Erhöhung der Konzentration von PrPSc

bietet.
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Die verschiedenen Konformationen und Modifikationen, in denen das Prionprotein vorlie-
gen kann, beschränken sich nicht auf die zwei absoluten Formen PrPSc und PrPC . Weder
PrPC noch PrPSc werden durch eine konstante Konformation des Prionproteins definiert.
Selbst diejenigen PrP-Moleküle, die einer der genannten Ausformungen zugeordnet wer-
den können, variieren untereinander in ihrer Struktur. Trotz gleicher Primärstruktur tritt
eine große Anzahl an verschiedenen Sekundär- und Tertiärstrukturen auf. Diese Modifi-
kationen können im Falle des PrPC unterschiedlich leicht zu PrPSc umgefaltet werden; im
Falle des PrPSc haben sie eine unterschiedlich stark ausgeprägte Tendenz als Model zur
Veränderung von PrPC zu PrPSc zu fungieren.
Die variierenden Ausformungen spielen eine wichtige Rolle für die verschiedenen Erreger-
stämme6. [Prusiner 2001]

1.3.6. Die Artenschranke (Speziesbarriere)

Wie die Bezeichnung „transmissibel“ im Namen der Transmissiblen Spongiformen Enze-
phalopathien beschreibt, sind diese Prionkrankheiten unter bestimmten Umständen zwi-
schen verschiedenen Spezies übertragbar. Einem derartigen Übergreifen der TSEs von
einer Spezies auf eine andere steht die Artenschranke (Speziesbarriere) entgegen.
Da im Falle der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien der Erreger der Erkran-
kung lediglich aus identischen Proteinmolekülen besteht, ist der wichtigste Einflussfaktor
auf die Speziesbarriere die Aminosäuresequenzhomologie des Prionproteins von Spender-
spezies und Empfängerspezies. Bedingt wird diese durch die Analogie des Prionproteingens
PRNP. Je stärker das (infektiöse) PrPSc der Spenderart dem zellulären Prionprotein PrPC

der inokulierten Empfängerart ähnelt, desto leichter wird die Speziesbarriere überwunden,
d.h. die pathologische Konformation übertragen, und desto wahrscheinlicher bricht die Er-
krankung aus. [Prusiner 2001]
Die Transmissibilität der TSEs, d.h. die Übertragbarkeit zwischen verschiedenen Spezi-
es, ist eine Konsequenz der bei vielen Säugetierspezies stark ausgeprägten Homologie des
Priongens PRNP. Die Übereinstimmungen liegen hier i.d.R. über 90 % [Schätzl 1995].
Neben der Aminosäuresequenzhomologie hat auch die Infektionsdosis Einfluss auf die
Übertragung der pathologischen Konformation. Je höher die Anzahl an PrPSc-Molekülen
(Infektionsdosis) ist, desto höher ist auch die Wahrscheinlichkeit, dass die Erkrankung
ausbricht. Die Wahrscheinlichkeit der Umfaltung gilt bezogen auf das einzelne PrPSc und
erhöht sich mit steigender Anzahl der vorliegenden pathologischen Prionproteine.

6 Diese sog. Stämme sind keine Stämme im biologischen Sinne des Wortes. Es handelt sich um verschie-
dene Modifikationen (z.B. Glykosylierungen) und Konformationen (unterschiedliche Sekundär- und
Tertiärstruktur) des Prionproteins.
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1.4. Genetik der Prionkrankheiten beim Menschen

Durch das Auftreten von hereditären Formen der Prionkrankheiten wird deutlich, dass
die Genetik eine entscheidende Rolle bei der Entstehung spielt, aber auch Einfluss auf
den Verlauf (Pathogenese) der Erkrankung hat.
Mutationen des PRNPs, des Gens, das für das Prionprotein kodiert, können zur Entste-
hung der erblichen (hereditären, familiären) Varianten der Prionkrankheiten fCJK, GSS
und FFI (siehe Tabelle, Seite 5) führen.
Weiterhin legt ein Polymorphismus des PRNP wesentlich den klinischen und pathologi-
schen Phänotyp der Erkrankung fest.
Studien über sCJK-Fälle zeigten eine deutliche Überrepräsentation von Individuen mit
homozygoter Konstellation der Aminosäureposition 129 des PRNPs [Laplanche 1994,
Will 1996, Palmer 1991, Salvatore 1994, Windl 1996].

Der Grund für die starken Auswirkungen der unterschiedlichen Genvarianten auf Entste-
hung und Entwicklung der Erkrankung liegt darin, dass die Primärstruktur des Proteins
(d.h. die Aminosäuresequenz) entscheidenden Einfluss auf die Faltung und Konformation
(Sekundär- und Tertiärstruktur) hat. Somit bedingt die Primärstruktur auch die Emp-
fänglichkeit des Proteins für eine Änderung der Konformation (eine „Umfaltung“) von
vorwiegend α-helicalen Bereichen hin zu β-Faltblatt-Bereichen. Das bedeutet, eine derar-
tige Umfaltung des gesunden Proteins ist je nach Aminosäuresequenz (die wiederum eine
Konsequenz des Genoms ist) mehr oder weniger leicht möglich resp. wahrscheinlich. Die
hereditären Prionkrankheiten treten daher meist nicht bereits bei Geburt auf, denn das
PrP ist nicht bereits nach seiner Expression quantitativ fehlgefaltet. Es hat lediglich eine
gegenüber dem „gesunden“ PrP stärkere Tendenz, eine pathologische Form anzunehmen.
Liegen nach einer statistisch erfolgten Änderung der Konformation einige fehlgefaltete
PrP vor, können diese kontinuierlich ihre Struktur auf die vergleichsweise leicht umfalt-
baren zellulären Prionproteine übertragen. Es wird vermutet, dass eine der im Rahmen
des Polymorphismus möglichen „falschen“ Proteine eine Destabilisierung der α-helikalen
Struktur zur Folge hat und somit die Umwandlung zu β-Faltblatt erleichtert erfolgen
kann. [Prusiner 2001]

1.5. Pathogenese der Prionkrankheiten beim Menschen

Der genaue Mechanismus der Schädigung und Zerstörung des Hirngewebes durch die Re-
plikation des PrPSc konnte bislang nicht ergründet werden. Bekannt ist, dass PrPSc Aggre-
gate verschiedener Ausformung bildet [Merz 1981]. Diese Zusammenlagerungen scheinen
jedoch nicht die direkte Ursache für die Beeinträchtigungen der Gehirnfunktion zu sein
[Prusiner 2001]. Wenngleich die schwammartige Struktur, resultierend aus Nekrosen
von Neuronen und Vakuolenbildung, den TSEs ihren Namen gab, scheinen nicht diese ur-
sächlich für die typischen Symptome (Bewegungs- und Orientierungsstörungen) zu sein.
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Diese Defizite beruhen laut Chiesa [Chiesa 2005] auf Prionen, welche die Kontaktstellen
zwischen den Nervenzellen verändern.

Die CJK zeigt sich bei lichtmikroskopischer Untersuchung nach einer histologischen Fär-
bung durch spongiöse Veränderungen (kleine Vakuolen), Nervenzellverlust und astrozy-
täre Gliose sowie in etwa 15 % der Fälle durch sog. Kuru-Plaques. Zuletzt genannte
Symptome und bestimmte Formen der spongiösen Veränderungen sind typisch für die
CJK, die Atrophie sowie die astrozytäre Gliose sind unspezifisch. Somit ist die spongifor-
me Veränderung ein histopathologisch zuverlässiges Indiz. Unter dem Begriff „spongiforme
Veränderung“ versteht man eine lichtmikroskopisch erkennbare Hohlraumbildung (2–10–
50 µm) des Gehirnparenchyms7. Die Geometrie der Hohlräume sowie deren Anordnung
bzw. Verteilung ist bei verschiedenen genetischen Konstellationen am Codon 129 des PRN-
Ps unterschiedlich.
Ursache für die Hohlräume ist eine Ansammlung von Enzymen in einer Art Bläschen im
Hirngewebe (Vakuolen). Aus physiologischer Sicht dienen diese enzymgefüllten Vakuolen
dem Abbau von „Abfallgewebe“, das beim Zellumbau entsteht. Möglicherweise werden die
Neuronen dadurch enzymatisch geschädigt und es kommt zu Nekrosen im Nervengewebe.
[Prusiner 2001]
Auch die genetische Konstellation und somit der Aufbau des Prionproteins sowie die
spezielle Form der vorliegenden Prionerkrankung haben Einfluss auf die Bildung verschie-
dener Aggregate des PrPSc. Bei einer bestimmten Genkonstellation können Aggregate mit
fibrillärer Ultrastruktur (amyloide Ablagerungen) auftreten, wobei die einzelnen Fasern
verschieden lang sind und eine Durchmesser von etwa 10 µm aufweisen. Zudem enthalten
diese β-Faltblattstrukturen und haben Affinität zu Kongorot.
Es treten eine ganze Reihe verschiedener Ausformungen der Assoziate des PrPSc auf, z.B.
sog. SAF (Scrapie-assoziierte Fibrillen), Kuru-Plaques sowie andere Formen, die in ver-
schiedenen Bereichen des Gehirns angesiedelt sein können.
Die Pathogenese der Prionkrankheiten kann deshalb sehr unterschiedlich ausfallen, so-
wohl bzgl. der Lokalisierung und der Ausformung der PrPSc-Aggregate als auch in Bezug
auf die Region der Gehirngewebeschädigung. Auch Inkubationszeit und spezifische Sym-
ptome unterscheiden sich z.T. sehr stark. Aus diesen Beobachtungen wurde die Existenz
verschiedener Erregerstämme des Prionproteins gefolgert [Dickinson 1971, Bruce 1987,
Bruce 1991].
Die genauen Unterschiede im Verlauf der Krankheit sowie morphologische Abweichungen
der Aggregationsform des PrPSc resp. der entstehenden Ablagerungen sowie die Verände-
rungen und Zerstörung des Hirngewebes in Abhängigkeit der unterschiedlichen genetischen
Konstellationen und verschiedenen Erregerstämme sind sehr komplex und im Detail für
diese Arbeit nicht von Bedeutung.

7 spezifisches Gehirngewebe
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1.6. Diagnostik

Im Rahmen der Beschreibung der diagnostischen Möglichkeiten erfolgt eine Aufzählung
und Erläuterung der molekularen, immunologischen Tests sowie der Tierversuche und –
am Rande – der histologischen Nachweismethoden. Nicht eingegangen wird auf Indika-
toren wie symptomatische Verhaltensstörungen oder motorische Auffälligkeiten, die zwar
auf BSE-Erkrankungen hinweisen können, für eine eindeutige Diagnose jedoch nicht ge-
nügen.
Als Marker für eine Erkrankung an einer TSE wird in den meisten Tests bislang das
veränderte, pathologische Prionprotein PrPSc, also der Erreger selbst, herangezogen. Ein
weiterer Ansatz ist der Nachweis von Substanzen, die spezifisch im Zusammenhang mit
einer TSE auftreten (sog. Surrogatmarkern), z.B. Proteine oder DNS-Fragmente.

1.6.1. Derzeit anerkannte BSE-Nachweismethoden

Gemäß dem Erlass der EG-Verordnung 999/2001 des europäischen Parlaments und des
Rates vom 22. Mai 2001 mit Vorschriften zur Verhütung, Kontrolle und Tilgung bestimm-
ter transmissibler spongiformer Enzephalopathien ist die Untersuchungspflicht seit dem
1. Juli 2001 unmittelbar Teil des EG-Rechts.
Dementsprechend sind
• alle über 24 Monate alten not- und krank geschlachteten Rinder,
• alle über 30 Monate alten für den menschlichen Verzehr geschlachteten Rinder sowie
• über 24 Monate alte verendete Rinder nach einem bestimmten Stichprobenschlüssel

mit einem BSE-Schnelltest zu untersuchen.

In Deutschland galt bis 2005 mit dem vorgegebenen Untersuchungsalter aller gesund
geschlachteten Rinder von über 24 Monaten ein noch strengeres Gesetz (BSEUntersV,
1.12.2000). Seit 2005 ist die Vorschrift für die Untersuchung von Schlachtrindern an die
EU-Maßgabe der Untersuchung aller Schlachtrinder über 30 Monate angeglichen.

1.6.1.1. Bioassay (Tierversuch)

Tierversuche sind die einzige Möglichkeit, mit der die Infektiosität von TSE-bedenklichem
Material direkt nachgewiesen werden kann. Die Natur des Erregers der TSEs ist zwar weit-
gehend bekannt, doch der kausale Zusammenhang zwischen PrPSc und der Infektosität
ist nicht bis ins Detail aufgeklärt.
Die Korrelation zwischen verschiedenen Formen des Prionproteins und der Infektiosität
kann nur im direkten Vergleich der zu bewertenden immunologischen und molekularen
Methoden mit dem Bioassay festgestellt werden. Somit ist im Bereich der Forschung der
Tierversuch der einzige Weg zur Beurteilung der Infektiosität des PrPSc in verschiedenen
Formen und Mengen. Hinzu kommt, dass das PrPSc eine minimale Infektionsdosis hat,
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die nicht zwangsläufig über der Nachweisgrenze eines zu beurteilenden Tests liegen muss.
Daher ist beispielsweise zur Bewertung der Wirksamkeit von Erregerinaktivierungsmaß-
nahmen ein Bioassay durchzuführen. Solch ein Tierversuch ist allerdings zeitlich und ma-
teriell sehr aufwendig. Zudem ist die Aussagekraft des Ergebnisses nicht umfassend, da
die Speziesbarriere (als Testtiere dienen in aller Regel Mäuse) bei der Übertragung von
TSEs immer eine wichtige Rolle spielt. [Kübler 2003].
Um diesem Problem zu begegnen, wurden an der Bundesforschungsanstalt für Viruskrank-
heiten (BFAV) sog. Tgbov-XV-Mäuse gezüchtet, die das bovine Prionprotein exprimieren.
Dadurch verringerte sich die Inkubationszeit sowie die Auswirkungen der Speziesbarriere.
Solche Tiere sind 10000-fach empfänglicher gegenüber einer BSE-Infektion als gewöhnliche
Mäuse [Groschup 2002]. Diese Mäuse wurden auch für die Bewertung der Infektionsge-
fahr verschiedener, vom Menschen verzehrter, boviner Gewebe und Organe eingesetzt.

1.6.1.2. Histologie

Entsprechend der Maßgaben des Internationalen Tierseuchenamtes (O.I.E.) in Paris müs-
sen im Falle eines positiven oder nicht schlüssigen Ergebnisses im Schnelltest histologische
Untersuchungen erfolgen. Diese in den nationalen Referenzlaboratorien durchgeführten
Tests dienen der Bestätigung des BSE-Verdachtes.

Folgende histologische Methoden stehen dabei zur Verfügung.

• HE-Färbung
Bei dem histologischen Verfahren der HE-Färbung werden die spongiformen Ver-
änderungen im Stammhirn durch Anfärben mit Hämatoxylin-Eosin sichtbar ge-
macht. Hierzu wird das zu untersuchende Gewebe in Paraffin eingebettet und in
etwa 5 bis 10 µm dicke Schnitte zerlegt, die gefärbt und mikroskopisch untersucht
werden. Die schwammartige Veränderung (Vakuolisierung) des Stammhirns kann bei
experimentell infizierten Tieren erst Wochen bis Monate später erkannt werden, wäh-
rend die Immunohistochemie (s.u.) einen Nachweis schon eher zulässt [Bruce 1989].
Histopathologische Untersuchungen können einen BSE-Verdacht zwar bestätigen,
eignen sich jedoch nicht zur Widerlegung eines solchen, denn eine BSE-Erkrankung
kann aufgrund eines negativen Befundes nicht definitiv ausgeschlossen werden
[Groschup 2002].

• Immunohistochemie (IHC)
Bei der Immunohistochemie (IHC) werden Prion-Protein-Ablagerungen (PrPSc) im
Stammhirn spezifisch mit monoklonalen Antikörpern nachgewiesen. Dieser Nachweis
zählt zu den zuverlässigsten Methoden für die Diagnostik von Prionkrankheiten
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[Kitamoto 1988]. Die Sensitivität der Methode beruht auf einer speziellen Her-
stellung und Behandlung der Schnittpräparate aus dem Hirngewebe (Inkubation in
98 %-iger Ameisensäure, Paraffineinbettung, Schneiden, PK-Verdau, Dampfautokla-
vieren) und Inkubation mit einem spezifischen Anti-PrP-Antikörper. Detektierbar
gemacht wird das PrPSc mit Hilfe eines Sekundärantikörpers. Dieser ist mit Biotin
markiert und wird durch Bildung eines Avidin-Biotin-Komplexes sichtbar.
Die nationalen Referenzzentren für BSE und Scrapie der BFAV bedienen sich ge-
mäß der Verordnung 999/2001 zur endgültigen Abklärung von positiven und Ver-
dachtsfällen auch der immunohistochemischen Untersuchung IHC. Für die definiti-
ve Diagnose der Erkrankung werden neben der IHC nach Vorgabe der O.I.E. auch
ein spezielles Western-Immunoblot-Verfahren oder der Nachweis von SAF (Scrapie-
assoziierte Fibrillen) angewendet.

1.6.1.3. Schnelltests

Alle bislang zugelassenen BSE-Schnelltests basieren auf dem Nachweis des als infektiös gel-
tenden PrPSc in der Obex-Region des Stammhirnes der untersuchten Rinder [Aguzzi 2004].
Da dieses Gewebe nicht im Rahmen einer Biopsie entnommen werden kann, handelt es
sich um post mortem-Tests.
Diese Nachweismethoden werden als Schnelltests bezeichnet, da sie nach einer Analyse-
dauer von 6 bis 8 Stunden ein Ergebnis liefern können, während die Nachweismethoden
zur Bestätigung eines BSE-Verdachts in den Referenzlaboratorien mehrere Tage bean-
spruchen.
Durch die Verordnung EG 999/2001 wurden folgende fünf Schnelltestverfahren anerkannt:

• Prionics R© Check Western-Test
Immunoblotting-Test auf Grundlage eines Westernblot-Verfahrens zum Nachweis
des proteaseresistenten Prionproteins.
Ein PrP-spezifischer Antikörper und ein mit Alkalin-Phosphatase markierter Sekun-
därantikörper binden das PrPSc. Die Detektion erfolgt über Chemilumineszenz.

• Enfer-Test
Chemiluminiszenz-ELISA mit Extraktionsverfahren und ELISA-Technik unter Ver-
wendung eines verstärkenden Chemilumineszenz Reagenz.
Das verdaute PrPSc wird ohne Capture-Antikörper an eine ELISA-Platte adsor-
biert. Zur Detektion mittels Chemilumineszenz dienen polyklonale Antikörper und
enzymmarkierte Sekundärantikörper.

• Bio-Rad Platelia R©
Immunoassay zum Nachweis von PrPSc.
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Nach PK-Verdau und Konzentrierung erfolgt ein Sandwich-ELISA. An den Sekun-
därantikörper ist eine Peroxidase gekoppelt, die eine Farbreaktion bewirkt. Detek-
tiert wird die resultierende Farbintensität.

• Prionics R© Check LIA-Test
Nach Probenaufbereitung und PK-Verdau erfolgt zum Nachweis von PrPSc ein
Sandwich-ELISA mit monoklonalen Antikörpern und Detektion durch Chemilumi-
niszenz.

• InPro CDI-5TM-Test
Automatisierter konformationsabhängiger Immunoassay mit Vergleich der Reakti-
vität eines Detektion-Antikörpers gegenüber PrPSc und PrPC . Durch Denaturie-
rung wird im PrPSc ein Epitop exponiert, das im ELISA nachgewiesen wird. Die
Detektion erfolgt mit Hilfe der charakteristischen Emission Europium-markierter
Detektorantikörper.

Mitte Februar 2005 wurden von der EU-Komission weitere sieben BSE-Schnelltests zuge-
lassen (EG R 260/2005; 16.02.2005):

• BetaPrion R© BSE EIA Test Kit
Nach dem PK-Verdau des homogenisierten Stammhirns erfolgt eine Aufreinigung
durch Fällung und Zentrifugation. Anschließend wird das aufgereinigte PrP27−30

immunologisch an Antikörper auf einer Kunststoffoberfläche gebunden. Nach einem
Sandwich-ELISA, bei dem ein mit Meerrettichperoxidase gekoppelter Sekundäranti-
körper eingesetzt wird, kann die Anwesenheit von PrP27−30 durch einen enzymatisch
(Meerettichperoxidase) bedingten Farbumschlag erkannt werden, der photometrisch
gemessen wird.
Dieser Test wurde zur Quantifizierung des PrPSc-Gehaltes in der vorliegenden Ar-
beit verwendet, der genaue Ablauf ist im Methodenteil beschrieben.

Die weiteren 2005 zugelassenen Tests basieren auf den gleichen Prinzipien wie die bereits
beschriebenen. Details wurden verändert und Optimierungen vorgenommen.

• CediTect BSE test
• Enfer TSE KIT version 2.0
• INDEXX HerdCheck BSE Antigen Test Kit (EIA)
• Institute Pourquier Speed´it BSE
• Prionics Check PrioSTRIP
• Roche Applied Science Prion Screen
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1.6.2. Neue Ansätze zum TSE-Nachweis

Das Bestreben bei der Forschung im Bereich der TSE-Diagnostik ist die Entwicklung eines
zuverlässigen ante mortem-Tests. Ein solcher sollte die Diagnostik auf der Basis entnom-
mener Gewebe oder Körperflüssigkeiten im Rahmen einer Biopsie oder das Verwenden
ausgeschiedener Körperflüssigkeiten ermöglichen.
Im Falle der BSE bei Rindern müssten betroffene Tiere nicht zum Schlachthof gebracht
und geschlachtet werden. Bei der derzeitigen Praxis läuft der Schlachtbetrieb kontinuier-
lich. Im Falle eines BSE-erkrankten Tieres müssen mehrere geschlachtete Rinder, die vor
und nach dem infizierten Rind verarbeitet wurden, als Risikomaterial verworfen werden.
Im Falle der nvCJK beim Menschen wäre eine Erkennung der (in der präklinischen Phase
noch latenten) TSE-Erkrankung vor Beginn der Symptome grundlegende Voraussetzung
für eine Therapie. Weiterhin könnte so eine iatrogene Verschleppung der herkömmlichen
sowie der neuen Variante der CJK verhindert werden. Durch Übertragung von huma-
nem Hypophysenhormon oder Transplantationen der Dura mater (Hirnhaut) oder Cor-
nea (Augenhornhaut) kann es zur Übertragung des infektiösen Prionproteins kommen
[Prusiner 2001].
Geeignet als Quelle für das pathologische PrPSc und dessen Detektion erscheinen in erster
Linie Blut, Liquor oder Urin. Obgleich mit den derzeit zur Verfügung stehenden diagno-
stischen Methoden aufgrund mangelnder Sensitivität noch kein zuverlässiger Nachweis
möglich ist, konnte im Bioassay die Übertragbarkeit von TSEs durch Blut und Liquor
belegt werden [Brown 1994]. Dieser Befund belegt die Existenz infektiöser Prionen in
diesen Körperflüssigkeiten und lässt vermuten, dass mit einem PrP-Nachweis genügend
hoher Empfindlichkeit eine Diagnostik ante mortem möglich wäre.
Ein anderer Ansatz zur ante mortem-Diagnostik ist die möglichst frühe Detektion von
Markersubstanzen (Surrogatmarkern) oder von anderen charakteristischen Veränderun-
gen, die mit der Erkrankung im Anfangsstadium, vor dem klinischen Ausbruch, einherge-
hen.

1.6.2.1. Nachweis von PrPSc

Spezifische Anti-PrPSc-Antikörper

Bei den immunologischen Untersuchungsmethoden finden zumeist Antikörper Anwen-
dung, die unspezifisch mit PrP in seinen verschiedenen Formen agglutinieren. Als selekti-
ven Schritt, um eine Differenzierung zwischen infektiösem PrPSc und zellulärem PrPC zu
erreichen, nutzt man die weitgehende Proteolyseresistenz des pathologischen Prionprote-
ins gegenüber einer Verdauung durch Proteinase K.
Zahlreiche Forscher versuchen für die Detektion des pathologischen Prionproteins einen
spezifischen Antikörper zu konstruieren oder zu finden, der selektiv PrPSc, nicht aber
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PrPC , agglutiniert [Zou 2004, Serbec 2003]. Mit einem solchen wäre die PK-Verdauung
als selektiver Schritt nicht mehr nötig.
Trotz einiger Ankündigungen in diese Richtung ist es offenbar sehr kompliziert, einen
zuverlässigen spezifischen Antikörper gegen das pathologische PrPSc zu konstruieren und
herzustellen [Aguzzi 2004].

Folgende Möglichkeiten wurden beschrieben:

• Korth [Korth 1997] beschrieb 1997 einen spezifischen Antikörper 15B3, dessen Funk-
tion jedoch in Frage gestellt wurde [Lane 2003, Zou 2004].

• Zou [Zou 2004] stellte einen spezifischen Antikörper OCD4 vor, der menschliches
und tierisches pathologisches Prionprotein um eine Größenordnung effektiver bin-
den kann als andere Anti-PrP-Antikörper.

• Der konformationsabhängige Immunoassay CDI (conformation dependent immuno-
assay), der zur Typisierung verschiedener Prionstämme eingesetzt wird, wurde erst-
mals von Safar 1993 beschrieben [Safar 1993]. Zugrunde liegt dieser Methode die
Annahme, dass bei unterschiedlich gefalteten Prionmolekülen verschiedene Epitope
am Prionproteinmolekül nach außen gekehrt werden bzw. entstehen, die dann für
entsprechende Antikörper zugänglich sind.
Eine Verdauung wäre beim CDI nicht mehr nötig, da die Antikörper die spezielle
Sekundär- und Tertiärstruktur des pathologischen Prionproteins erkennen und nur
mit dieser speziellen Struktur aggregieren [Bellon 2003].

Bislang wurde kein BSE-Test zugelassen, der auf einem dieser spezifischen Anti-PrPSc-
Antikörper basiert.

Kapillarelektrophorese

Zum Nachweis von PrPSc im Blut TSE-kranker Schafe (Scrapie) und Elche (CWD) ent-
wickelte Schmerr [Schmerr 1999] einen immunkompetitiven Bluttest. Dafür bedient sie
sich der Kapillarelektrophorese sowie fluoreszensmarkierter Peptide. Die Detektion erfolgt
mit Hilfe laserinduzierter Fluoreszens (CE-LIF).
Zunächst wird dabei eine 15 Aminosäuren lange Sequenz (Aminosäuren 218 bis 232) des
Prionproteins synthetisiert und mit Fluorescin markiert. Mit dieser synthetisierten Se-
quenz (Peptid) werden Hasen immunisiert und spezifische Antikörper (Antiserum) gegen
das Peptid gewonnen. Das vom Hasen gewonnene Antiserum ist in der Lage sowohl PrP
als auch das synthetisierte und Fluorescin-markierte Peptid zu binden.
Die zu untersuchende Probe wird einem PK-Verdau unterworfen, so dass das PrPC zerstört
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wird. Das verbleibende pathologische PrP27−30 und das markierte Peptid konkurrieren um
das Antiserum des Hasen.
Nach zwei Messungen kann die Anwesenheit von PrP27−30 erkannt werden: einmal wird
nur das markierte Peptid und das Antiserum in einem Verhältnis gemischt, so dass so-
wohl an Antiserum gebundenes als auch freies markiertes Peptid vorliegen. Dieses wird
mit EC-LIF analysiert. Dann erfolgt eine zweite Analyse mit EC-LIF, bei der zu demsel-
ben Ansatz das Untersuchungsmaterial gegeben wird. Ist bei dieser zweiten Untersuchung
PrP27−30 enthalten, so bindet dieses an das Antiserum, und die Menge an ungebundenem
markiertem Peptid nimmt zu, da weniger Antiserum zur Verfügung steht, das sich mit
dem markierten Peptid zusammenlagern kann. Die Menge des Komplexes von markier-
tem Peptid mit dem Antiserum hingegen nimmt ab, da ein Teil des Antiserums an das
PrP27−30 angelagert ist.
Durch die Kapillarelektrophorese werden die agglutinierten und nicht agglutinierten Pro-
teine und Antikörper voneinander getrennt und die markierten durch laserinduzierte Fluo-
reszens detektiert. Die Veränderung der Mengen an ungebundenem und agglutiniertem
markiertem Peptid werden in der Peakfläche ersichtlich.
In jüngerer Zeit erfolgten Versuche, diese immunokompetitive Methode auf die Detektion
von PrPSc im Blut bei CJK-infizierten Schimpansen sowie beim Menschen anzuwenden.
Es konnte jedoch kein Erfolg erzielt werden [Cervenakova 2003]. Ger Grund dafür kann
z.B. in mangelnder Affinität des Antikörpers zu den Prionen der unterschiedlichen Spezies
liegen.

Nutzung spezifischer Affinitäten
Neben den spezifischen Antikörpern, die das PrPSc in einer immunologischen Antigen-
Antikörper-Reaktion binden, wird auch nach anderen Substanzen gesucht, die das patho-
logische Prionprotein aufgrund einer spezifischen Affinität selektiv anlagern sollen.

• Seprion-Test
Das britische Unternehmen Microsens veröffentlichte 2004 Ergebnisse über einen
Liganden („Seprion“), der PrPSc spezifisch bindet [News 2004]. Mit Hilfe des neuen
Verfahrens konnte erstmalig im Blut eines CJK-Patienten pathogenes Prionprote-
in nachgewiesen werden. Dieses Verfahren nützt die PrPSc-spezifische Affinität des
neuen Liganden im Rahmen eines ELISA. Dieser Test soll das krankhafte Prionpro-
tein bei CJK, BSE, Scrapie und CWD nachweisen. Anders als die in der EU derzeit
zugelassenen Tests wird dieser Test als besonders sensitiv und spezifisch beschrieben
[Lane 2003].

• Plasminogen
Im Jahre 2000 resp. 2001 wurde berichtet, dass das (Blut-)Serumprotein Plasmino-
gen das pathologische Prionprotein selektiv bindet [Fischer 2000, Maissen 2001].
Mit immobilisiertem Plasminogen könnte das infektiöse PrPSc aus einer Probe grö-
ßeren Volumens abgetrennt werden.
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Weder von der Arbeitsgruppe um Aguzzi, aus der die Arbeiten stammen, noch
von weiteren Forschungsgruppen, die die Methoden anzuwenden versuchten, wur-
den neuere Erkenntnisse bekannt oder die Ergebnisse bestätigt.

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)
Bei diesem Verfahren werden spezifische Antikörper mit Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Nach der Bindung dieser Sonden an das Prionprotein wird der Fluoreszenzfarbstoff mit
Laser angeregt und emittiert Licht einer bestimmten Wellenlänge, das detektiert wird.
Durch Koinzidenzdetektion können PrPSc-spezifische Signale solcher freier Sonden und
unspezifischer Aggregate unterschieden werden. Die Unterscheidung der Signale beruht
auf der Aggregatbildung des pathologischen PrPSc. Solche Assoziate liefern ein intensi-
veres Signal als nicht aggregiertes PrP. Der selektive Schritt einer Verdauung mit Prote-
inase K ist nicht notwendig. [Bieschke 2000]

Nachweis im Urin
2001 wurden Untersuchungsergebnisse veröffentlicht, denen zufolge im Urin von Hamstern,
Rindern und Menschen, die an einer TSE leiden, eine Isoform des PrPSc mit einer Molekül-
masse von etwa 32 kDa vorhanden ist, uPrPSc genannt. Das wenig infektiöse Protein wurde
durch Zentrifugation aufgereinigt und elektrophoretisch nachgewiesen. [Shaked 2001]
Neuere Untersuchungen halten das gefundene Protein für eine Kontamination, ein PK-
resistentes Protein der äußeren Zellmembran von Enterobacteriaceae [Furukawa 2004].

1.6.2.2. Nachweis von Surrogatmarkern
Neben einem Nachweis des unmittelbar die TSE auslösenden Stoffes PrPSc ist es auch
denkbar, Stoffe nachzuweisen, die sekundär bei einer Prionerkrankung entstehen. Bei-
spielsweise können in Blut oder Liquor (Cerebrospinalflüssigkeit) durch neurodegenerative
Prozesse oder andere mit der Erkrankung einhergehende Vorgänge, stoffliche Veränderun-
gen vor sich gehen und Proteinbestandteile oder andere Metabolite (z.B. Stressproteine)
auftreten. Im günstigsten Fall können diese Stoffe direkt als Indikatoren für eine TSE
herangezogen werden. Derartige Substanzen, biochemische oder chemische Veränderun-
gen werden als Surrogatmarker bezeichnet.

Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)
Eine Möglichkeit zur Untersuchung der Zusammensetzung von Liquor und Blut (Serum
oder Plasma) stellt die Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR) dar. Spektral-
analysen des Blutes infizierter Tiere können sich bereits ante mortem von denen gesunder
Individuen unterscheiden. Es werden nicht die pathologischen Prionproteine nachgewie-
sen, sondern Veränderungen im IR-Spektrum des Blutes [Lasch 2003].
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Auch die oben beschriebene Unterscheidung einzelner Erregerstämme ist mithilfe der
FT-IR möglich [Thomzig 2004].

Nachweis spezifischer Proteine

Bei neuronaler Degeneration tritt häufig eine spezielle Form von Proteinen auf. Spezi-
fische Proteine sind ein geeignetes Instrument, um das Absterben neuronaler Zellen bei
neurologischen Erkrankungen zu detektieren. Durch das unspezifische Auftreten solcher
Proteine bei zahlreichen Erkrankungen eignet es sich meist nicht als TSE-spezifischer
Marker [Zerr 2002]. Da dem Nachweis spezifischer Proteine keine große diagnostische
Bedeutung beigemessen wird [O.I.E. 2004], werden hier die unterschiedlichen Proteine
nur kurz beschrieben.

• 1986 wurden 14-3-3 Proteine durch 2-D-Elektrophorese bei CJK-Patienten in unge-
wöhnlich hoher Menge vorgefunden, nicht hingegen in der Kontrollgruppe
[Harrington 1986]. Green [Green 2001] stellte jedoch fest, dass dieses Prote-
in nur in etwa der Hälfte der vCJK-Fälle in veränderter Konzentration vorliegt. Als
diagnostische Methode eignet sich der Nachweis einer erhöhten Konzentration an
14-3-3 Proteinen daher nicht.

• Die neuronspezifische Enolase (NSE) sowie das S-100 Protein wurden erstmals von
Mokuno [Mokuno 1983] in Liquor neurologisch erkrankter Patienten nachgewiesen.
Beide Proteine sollen unspezifischer sein als die 14-3-3 Proteine [Weber 1997].

• FABP (fatty acid binding protein) ist ein weiteres Protein, das auf seine Eignung
als Markersubstanz für Prionkrankheiten hin untersucht wurde [Guillaume 2003].
Genaue Erkenntnisse über die Eignung dieser Substanz als Indikator liegen nicht
vor.

Nachweis charakteristisch veränderter Nukleinsäuren

Bei verschiedenen humanen Erkrankungen wie Tumoren, Autoimmunerkrankungen und
Infektionskrankheiten können erhöhte Mengen an Nukleinsäuren (RNS) im (Blut-)Serum
nachgewiesen werden [Lo 2001, Shapiro 1983]. Warum diese Nukleinsäuren im Blut auf-
treten, ist noch nicht hinreichend geklärt. Sie sind jedoch sehr spezifisch für einzelne Er-
krankungen. Nach einer Charakterisierung dieser spezifisch veränderten RNS könnte deren
Nachweis als Diagnoseverfahren eingesetzt werden.
Brenig [Brenig 2002] entwickelte einen Bluttest für BSE, basierend auf dem Nachweis
spezifisch veränderter RNS. Diese sind in Proteolipidpartikeln, sog. Mikrovesikeln, lokali-
siert. Bei diesem Verfahren wird zunächst Vollblut koaguliert und das Serum gewonnen.
In einer Reihe von Zentrifugationsschritten erfolgt eine Separation des Proteolipid-Ribo-
nukleinsäurekomplexes. Nach Aufschluss und Extraktion der RNS wird diese im Rahmen
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einer PCR (Polymerase-Kettenreaktion, Vervielfältigung der RNS) amplifiziert. Nach wei-
terer Aufbereitung kann ein krankheitsspezifisches RNS-Muster nachgewiesen werden.
[Brenig 2003]
Neuere Untersuchungen in diese Richtung bestätigen, dass erkrankte Tiere ein charakte-
ristisches RNS-Profil der im Blut zirkulierenden Nukleotide aufweisen. Dieses Profil eignet
sich als Marker für die BSE, da es eine hohe Korrelation mit der BSE-Belastung aufweist.
[Schütz 2005]
Der Nachweis veränderter Nukleinsäuren, die im Blut zirkulieren, würde einerseits einen
ante mortem-Test ermöglichen, andererseits könnte hierin auch die Möglichkeit liegen,
Bluttransfusionen durch einen TSE-Test des Blutes sicherer zu machen.

Nachweis veränderter Genexpression

2001 wurden Diskrepanzen bei der Expression des Genoms von TSE-erkrankten und ge-
sunden Mäuse festgestellt. Transkribierte DNS-Stücken unterscheiden sich. Ein spezielles
Fragment wird bei infizierten Tieren weitaus weniger transkribiert als bei gesunden. Das
angesprochene Fragment kodiert für ein Protein, das vermutlich eine Rolle bei der Blut-
bildung spielt, und wird als erythroid differentiation-related factor (EDRF) bezeichnet.
[Miele 2001]
Inwiefern dieser neuartige Ansatz Relevanz für die TSE-Diagnostik besitzt, ist bislang
nicht ersichtlich.

1.6.2.3. Amplifizierungs- und Anreicherungsverfahren

Die Anreicherung von PrPSc wird in dieser Arbeit unter dem Aspekt betrachtet, als Vor-
bereitung für die Analytik zu dienen, speziell beim Prionprotein im Hinblick auf eine
empfindlichere Detektion von pathologischem PrPSc.
Aus analytischer Sicht stellt die künstliche Erhöhung der Konzentration einer Zielkompo-
nente in oder aus einer Probe eine Möglichkeit dar, Konzentrationen zu detektieren, die
ohne diese Anreicherung unterhalb der Nachweisgrenze lägen.

Im Falle des pathogenen Prionproteins entwickelte Soto [Soto 2002] eine Methode, PrPSc

zu vermehren. Man versuchte viele Jahre, den Prozess der Übertragung der Fehlfaltung
von pathogenem PrPSc auf PrPC in vitro zu simulieren. 2002 gelang diese „Vermehrung“
durch Übertragung der räumlichen Struktur von einem PrPSc auf PrP. Die Methode der
zyklischen Vermehrung der missgefalteten Proteine wird als „protein misfolding cyclic
amplification“ (PMCA) bezeichnet. In eine Vorlage von zellulärem PrP werden bei dieser
Methode infektiöse PrPSc gegeben und inkubiert. Das pathologische Prionprotein wirkt
als Model, an das sich PrPC anlagert und die Struktur des PrPSc übernimmt. Durch
Behandlung mit Ultraschall werden diese Aggregate zerteilt und weiteres PrP kann an-
gelagert und konvertiert werden. Dieser Vorgang wird sehr häufig wiederholt und so eine
Vermehrung erzielt (siehe Abbildung II.5 ). [Soto 2002]
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Das Aufbrechen der Aggregate mittels Ultrabeschallung stellt einen essentiellen Schritt
bei der Vermehrung der pathologischen PrPSc dar [Piening 2005].

Abbildung II.5.: Protein misfolding
cyclic amplification (PMCA). Für die
zyklische Vermehrung der fehlgefalteten
Proteine wird eine Probe, die gerings-
te Mengen an PrPSc und einen großen
Überschuss an PrPC enthält, Zyklen
von Inkubation und Ultraschallbehand-
lung unterzogen. Während der Inku-
bation wachsen die PrPSc-Aggregate
durch Umwandlung und Anlagerung
von PrPC an das Polymer. Ultra-
schall zerteilt große Aggregate in klei-
nere Bruchstücke und erhöht die An-
zahl der Einheiten, die die Umwand-
lung bewirken. Die Zyklen des PMCA
können beliebig oft wiederholt werden,
bis die Menge an PrPSc groß genug ist,
um einfach detektiert werden zu kön-
nen. [Soto 2002]

Der Erfolg dieser Methode ist von großer wissenschaftlicher Bedeutung, denn die Über-
tragung der pathologischen Konformation vom PrPSc auf reines, gesundes zelluläres PrPC

ist ein Beleg für die Richtigkeit von Prusiners Prionmodell mit der Hypothese, dass nur
Proteine an diesem Prozess beteiligt sind (protein-only-hypothesis).

Neue Ergebnisse der Forschungsgruppe um Soto [Soto 2005] bestätigen die Befunde,
denn bei einem künstlich infizierten Rind sowie einem Hamster konnte bereits in der
vorklinischen Phase nach einer PMCA das pathologische PrPSc nachgewiesen werden.
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1.7. Visionen von Therapie und Impfung

Nachdem die bislang zur Verfügung stehenden diagnostischen Möglichkeiten erläutert wur-
den, beschäftigt sich der nachfolgende Abschnitt mit möglichen, ggf. präventiven, Maß-
nahmen gegen Prionerkrankungen.

1.7.1. Therapeutika

Trotz großer Bemühungen in Richtung Therapie, sind bislang weder eine solche noch die
Beeinflussung des tödlichen Verlaufes der TSEs möglich [Goni 2005].
Folgende Stoffe wurden oder werden als mögliche Therapeutika beforscht: Kongorot
[Caughey 1992], Amphotericin B, Antracycline [Tagliavini 1997], Polyanionen
[Caughey 1993b], Porphyrine [Priola 2000], verzweigte Polyamine
[Supattapone 2001], Curkuma [Caughey 1993a] und andere, zuletzt sogar kleine RNS-
Fragmente [Daude 2003]. Weitere Therapiekonzepte sind z.B. ein dimeres Prionprotein
als Aggregationshemmer [Meier 2003] oder der Einsatz von Antikörpern.

1.7.2. Impfung

Im Hinblick auf eine Impfung gibt es einige Untersuchungen, die bislang alle ohne akzep-
tablen Erfolg geblieben sind.
In Zellkulturen kann die PrP-Replikation durch Anti-PrP-Antikörper [Klein 2001] und
andere Antikörper gegen PrP [Peretz 2001, Enari 2001] unterbunden werden.
Die Entfernung des für PrP codierenden Gens PRNP führte bei Mäusen zu einer guten
Immunisierung [Brandner 1996, Büeler 1992].
Bei intraperitonealer Inokulation von Mäusen mit PrPSc konnte durch Verabreichung von
monoklonalen Anti-PrP-Antikörpern (Passivimpfung) vor dem Einsetzen der klinischen
Symptome eine Verzögerung des Krankheitsverlaufes erreicht werden [White 2003].
Auf ähnliche Weise konnte die Pathogenese (nach peritonealer Inokulation bei Mäusen)
durch Einsatz eines transgen exprimierten Immunoglobulins gestoppt werden, das ein Epi-
top eines monokolonalen Anti-PrP-Antikörpers hoher Affinität enthält [Heppner 2001].
Versuche, eine Aktivimpfung (aktive Immunisierung) zu entwickeln, scheiterten daran,
dass das Immunsystem PrP unterschiedlicher Form als körpereigen akzeptiert
[Aguzzi 2004].
Goni [Goni 2005] berichtete von einer Impfung der Mucosa von Mäusen mit einem Salmo-
nella Stamm, die eine Infektion mit PrPSc über die orale Route verhindert oder verzögert.
Bei den Mäusen traten keine Nebenwirkungen auf.

33



Kapitel II. Grundlagen 1. Transmissible Spongiforme Enzephalopathie (TSE)

1.8. Opferzahlen der Epidemie der Bovinen Spongiformen
Enzephalopathie

Im Folgenden werden die Statistiken der Anzahl von Opfern der Creutzfeldt-Jakob-Krank-
heit und der Bovinen Spongiformen Enzephalopathie aufgezeigt. Die Prionkrankheiten
von Mensch und Rind sind in dieser Arbeit von besonderem Interesse, denn im Zusam-
menhang mit der Ausbreitung und der Überschreitung der Speziesbarriere sind dies die
bedeutendsten Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien.
Wie oben beschrieben, breitete sich die BSE nach der Umstellung der Aufbereitungsme-
thode von Tiermehl in Großbritannien epidemieartig aus.
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BSE-Fälle vor dem Jahr 2000 international
Tabelle II.2 zeigt die Opferzahlen der Bovinen Spongiformen Enzephalopathie in einigen
Ländern bis zum Jahre 2000. Es ist ersichtlich, dass neben Großbritannien, wo es bis zum
Jahr 2000 über 180.000 BSE-Fälle gab, nur noch in Irland, Portugal, der Schweiz und
Frankreich, ggf. noch in Belgien, nennenswerte Opferzahlen aufgetreten sind. Wie in den
weiteren Tabellen noch deutlich wird, war im Jahr 2000 der Höhepunkt der Opferzahlen
der BSE bereits überschritten.

Tabelle II.2.: Fälle von BSE in Großbritannien und anderen Ländern bis zum Jahr 2000a

[Brown 2001].

Land endemische Fälle importierte Fälle Fälle gesamt
Großbritannien 180.376b 0 180.376
Republik Irland 487 12 499
Portugal 446 6 452
Schweizc 363 0 363
Frankreichc 150 1 151
Belgien 18 0 18
Niederlande 6 0 6
Liechtenstein 2 0 2
Deutschland 3 6 9
Dänemark 1 1 2
Luxemburg 1 0 1
Oman 0 2 2
Italien 0 2 2
Spaniend 0 2 2
Kanada 0 1 1
Falklands (UK) 0 1 1
Azoren (Portugal)e 0 1 1
a) Quelle: Organization of International Epizootics (Paris) and Ministry of Agriculture, Fishe-

ries and Food (UK).
b) einschließlich 1287 Fällen von Inseln um Großbritannien
c) einschließlich Fällen, die bei der aktiven Überwachung mit immunologischen Methoden ge-

funden wurden
d) Herkunft und Daten infizierter Fälle werden untersucht
e) von Deutschland importiert
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Bestätigte BSE-Fälle in Deutschland
In Deutschland wurden im Zeitraum vom 01.01.2000 bis 31.01.2006 insgesamt 12,7 Mil-
lionen Rinder auf BSE untersucht. Innerhalb dieses Zeitraums wurden 392 Fälle von BSE
amtlich festgestellt. Tabelle II.3 zeigt die Anzahl der als BSE-positiv getesteten Rinder,
gegliedert nach Bundesländern.

Tabelle II.3.: Anzahl der bestätigten BSE-Fälle in der Bundesrepublik Deutschland (BRD),
nach Bundesländern, seit 2000 bis zum 31.06.2006.

Bundesland 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 Gesamtanzahl
Baden-Württemberg - 12 11 9 6 6 3 47
Bayern 5 59 27 21 21 7 1 141
Berlin - - - - - -
Brandenburg - 3 4 3 3 3 16
Bremen - - - - - -
Hamburg - - - - - -
Hessen - 3 2 2 2 - 2 11
Mecklenburg-Vorpo. - 2 4 - 3 2 1 12
Niedersachsen 1 17 27 7 14 2 4 72
Nordrhein-Westfalen - 2 2 4 8 4 1 20
Rheinland-Pfalz - 4 6 - 2 1 13
Saarland - 1 - - - - 1
Sachsen - 4 4 3 2 2 15
Sachsen-Anhalt - 4 4 1 1 - 10
Schleswig-Holstein 1 12 14 1 1 3 32
Thüringen - 2 1 3 2 - 1 9
BRD 7 125 106 54 65 32 11 400
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Verlauf der BSE-Epidemie in Großbritannien
Die beiden Darstellungen II.6 und II.4 (Seite 38) zeigen den Verlauf der BSE-Epidemie
in Großbritannien bzw. dem United Kingdom seit Mitte bzw. Ende der 1980er Jahre.

In Abbildung II.6 ist deutlich der Verlauf der Opferzahlen sowie der Höhepunkt der BSE-
Epidemie in Großbritannien zu erkennen. Seit dieser Zeit zeigen die Maßnahmen der
BSE-Bekämpfung Wirkung.

Abbildung II.6.: Zeitlicher Verlauf der BSE-Epidemie in Großbritannien 1986 bis 2000. Die
Zeitpunkte der ergriffenen Maßnahmen sind angezeigt. 1986: Erste aufgetretene BSE Fälle; 1988:
Verfütterungsverbot eingebracht; 1990: Verbot spezifizierter Schlachtabfälle (SBO, spezified bovine
offals) von Rindern (d.h. Hirn, Rückenmark, Thymus, Mandeln, Milz, Innereien) über 6 Monate;
1996: Ausweitung des Verfütterungsverbotes von Fleisch- und Knochenmehl (MBM, meat and
bone meal) an Lebensmittel liefernde Tiere, 1994 auf alle Säugerarten. [Brown 2001]
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Tabelle II.4 zeigt den Verlauf der Opferzahlen sowie Höhepunkt der BSE-Epidemie in
Großbritannien und im United Kingdom. Darüber hinaus wird ersichtlich, dass die rück-
läufige Tendenz der an BSE erkrankten Rinder weiter anhält.

Tabelle II.4.: Anzahl der Fälle Boviner Spongiformer Enzphalopathie (BSE) im United
Kingdoma.

Alderney Great
Britain

Guernseyc Isle of
Manb

Jersey Northern
Ireland

Total
United

Kingdom
bis 1988 0 442 4 0 0 0 446

1988 0 2469 34 6 1 4 2514
1989 0 7137 52 6 4 29 7228
1990 0 14181 83 22 8 113 14407
1991 0 25032 75 67 15 170 25359
1992 0 36682 92 109 23 374 37280
1993 0 34370 115 111 35 459 35090
1994 2 23945 69 55 22 345 24439
1995 0 14302 44 33 10 173 14562
1996 0 8016 36 11 12 74 8149
1997 0 4312 44 9 5 23 4393
1998 0 3179 25 5 8 18 3235
1999 0 2274 11 3 6 7 2301
2000 0 1355 13 0 0 75 1443
2001 0 1113 2 0 0 87 1202
2002 0 1044 1 0 1 98 1144
2003 0 549 0 0 0 62 611
2004 0 309 0 0 0 34 343
2005 0 203 0 0 0 22 225

a) Fälle seit dem Jahr der Restriktion
b) Diese Zahlen weisen auch Tier mit aus, die lediglich aufgrund klinischer Symptome als BSE-

erkrankt festgestellt wurden.
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1.9. Opferzahlen der Neuen Variante der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Die folgenden Tabellen zeigen die Opferzahlen der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit sowie, im
Speziellen, der Neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit.

Opfer international

Tabelle II.5.: Anzahl der CJK-Verdachtsfälle unter 50 Jahren zwischen 1996 und 31.12.2005
sowie Anzahl der Todesfälle als Folge der vCJK bis 31.12.2005.

Land Anzahl der Verdachtsfälle unter 50 Jah-
ren seit 1996

Anzahl der vCJK-Fälle

Australien 63a 0
Österreich 119 0
Kanada 48b 1
Frankreich 1028c 14
Deutschland 136d 0
Italien 251 1
Niederlande 22 1
Slovakei 134 0
Spanien 45b 1
Schweiz 26 0
Großbritannien 415e 153
a) einschließlich 5 familiärer Fälle und 38 nachträglich ausgeschlossener Fälle
b) bis 30.09.2005
c) einschließlich Verdachtsfälle auf familiäre oder iatrogene CJK
d) beim Ausbruch
e) ohne Verdachtsfälle auf familiäre oder iatrogene CJK

Bei den Opferzahlen der vCJK in Abbildung II.5 wird ersichtlich, dass nur in den Ländern
eine größere Anzahl an vCJK-Opfern zu verzeichnen ist, in denen auch die BSE verstärkt
aufgetreten war.
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Opfer in Großbritannien
In Abbildung II.6 sind die Verdachtsfälle sowie die Opferzahlen der CJK in Großbritannien
bis zum Mai 2006 dargestellt. Eine Aufgliederung je nach Form der vorliegenden CJK
ermöglicht einen Einblick in den Verlauf der Opferzahlen der vCJK.

Es wird hier erkennbar, dass es im Jahr 2000 einen deutlichen Höhepunkt der vCJK-
Opferzahlen gab. Seither sind die Opferzahlen rückläufig. Dieser Verlauf ist schlüssig im
Bezug auf den Verlauf der Epidemie der BSE bei den Rindern. Der Höhepunkt der vCJK
beim Menschen ist zeitlich verzögert, da die Vorsorgemaßnahmen aufgrund einer wesent-
lich längeren Inkubationszeit später Wirkung zeigen.

Tabelle II.6.: Überwiesene CJK-Fälle, gesicherte und vermutete CJK-Todesfälle in Großbri-
tannien (Mai 2006).

überwiesene
CJK-

Verdachtsfälle
gesicherte und vermutete CJK-Todesfälle

Jahr Fälle Jahr sCJK
sporadisch

iCJK
iatrogen

fCJK
hereditär

GSS vCJK Tote
gesamt

1990 [53] 1990 28 5 0 0 - 33
1991 75 1991 32 1 3 0 - 36
1992 96 1992 45 2 5 1 - 53
1993 78 1993 37 4 3 2 - 46
1994 118 1994 53 1 4 3 - 61
1995 87 1995 35 4 2 3 3 47
1996 133 1996 40 4 2 4 10 60
1997 162 1997 60 6 4 1 10 81
1998 154 1998 63 3 3 2 18 89
1999 170 1999 62 6 2 0 15 85
2000 178 2000 50 1 2 1 28 82
2001 179 2001 58 4 3 2 20 87
2002 163 2002 72 0 4 1 17 94
2003 162 2003 79 5 4 2 18 108
2004 114 2004 51 2 4 1 9 67
2005 121 2005 64 3 6 6 5 84
2006* 44 2006 27 0 3 1 3 34
Fälle

gesamt 2088 Tote
gesamt 856 51 54 30 156 1147

*) bis 30. Juni 2006
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1.10. Prionenforschung

Prusiners Prionmodell, das lange Zeit von vielen Wissenschaftlern sehr skeptisch bewer-
tet oder abgelehnt wurde, wird durch neue Forschungsergebnisse gestützt. 2005 gelang
es einer Forschergruppe um Castilla infektiöses Prionprotein im Labor zu generieren und
Hamster damit zu infizieren [Castilla 2005]. Damit ist eine wesentliche Lücke im Beweis
von Prusiners Nur-Prion-Hypothese geschlossen.
Woran genau die Infektiosität gekoppelt ist, und wie im Detail die Übertragung der in-
fektiösen Eigenschaften vonstatten geht, konnte noch nicht ergründet werden. Auch die
molekularen und biochemischen Vorgänge der Neurodegeneration sowie die physiologische
Funktion des zellulären PrP sind nicht geklärt. [Aguzzi 2004]
Erwähnenswert ist die Tatsache, dass das verdauungsbeständige Prionprotein (PrPres),
das in den zugelassenen BSE-Tests nachgewiesen wird, nachweislich nicht identisch mit
der Komponente aus infektiösem Gehirn ist, an die die Infektiosität gekoppelt ist. So
existieren beispielsweise weitgehend proteolyseresistente Prionproteine PrPres, die keine
Infektosität aufweisen. [Riesner 2001b]
Folgende neueren Erkenntnisse könnten für zukünftige Forschungsarbeiten sowie den Um-
gang mit den TSEs noch Auswirkungen haben:

• Bei oral infizierten Hamstern konnte schon vor Einsetzen der klinischen Symptome
in Muskelgewebe PrPSc nachgewiesen werden konnte [Thomzig 2004].

• Neueste Untersuchungen bestätigten PrPSc in der Milch einer BSE erkrankten Kuh,
die an Mastitis litt [Ligios 2005].

• Auch im Urin von Mäusen mit chronischer Nierenentzündung, die mit Scrapie infi-
ziert wurden, konnten pathologische Prionproteine nachgewiesen werden
[Seeger 2005].

• Ein Patient entwickelte über sechs Jahre nach dem Empfang einer Bluttransfusion
Symptome einer TSE. Das Blut war vom Spender mehr als drei Jahre vor dem Ein-
setzen der klinischen Symptome einer TSE entnommen worden. [Aguzzi 2004]
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1.11. Risikoeinschätzung

Eine neuerliche Hysterie sollten derartige Forschungsresultate nicht auslösen. Die Detek-
tion von PrPSc in weiteren Körperflüssigkeiten und Organen ist eine Frage der Zeit. Da
Infektiosität bereits in Blut nachgewiesen wurde [Brown 1999], kann eine Übertragung
in alle Bereiche des Körpers durch die Läsion innerer Organe nicht ausgeschlossen wer-
den. Die Anreicherung im gesamten Nervensystem ist bekannt, ebenso im Lymphsystem.
[Riesner 2001a]
Durch verbesserte und noch steigende Empfindlichkeit der analytischen Methoden kann
es somit bei infizierten Individuen zukünftig möglich sein, im gesamten Organismus ge-
ringste Mengen an PrPSc und/oder Infektösität nachzuweisen.

Betrachtet man die Statistiken, so wird im Falle der BSE deutlich, dass gerade in Groß-
britannien, das als einziges Land von einer BSE-Epidemie betroffen war, seit 1993 die
getroffenen Maßnahmen deutlich greifen und die BSE-Epidemie überwunden ist. Auch in
den anderen betroffenen Ländern treten nur noch vereinzelte BSE-Fälle auf. Durch die
Kenntnis der Hauptursachen für die starke Ausbreitung konnte die BSE wieder weitest-
gehend zurückgedrängt werden.

Für die neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit kann wohl ein ähnlicher Verlauf
angenommen werden. Trifft die Kausalität der BSE für die vCJK zu, so ist der folgende
Verlauf der Opferzahlen schlüssig. Das Abklingen der CJK-Fälle erfolgt aufgrund längerer
Inkubationszeiten der Erkrankung beim Menschen zeitlich verzögert und gestreckt. Auch
hier scheint der Zenith der Opferzahlen bereits überschritten zu sein.
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2. Zerschäumungsanalyse

Die Zerschäumungsanalyse (oder kurz Zerschäumung) zählt zu der Gruppe der adsorp-
tiven Gasblasentrennmethoden. Gemeinsam ist allen Methoden aus dieser Gruppe die
Ausnutzung von Phasengrenzflächenphänomenen an der Kontaktfläche zwischen Flüssig-
keit und Gas. Diese Methoden sind wirkungsvolle, aber schonende Maßnahmen, sowohl
zur Abtrennung als auch zur Aufkonzentrierung von Stoffen aus Lösungen und Suspen-
sionen.
Sehr viele chemische Verbindungen und Substanzen sind selbst oberflächenaktiv und ha-
ben deshalb das Bestreben, sich an der Phasengrenzfläche anzulagern. Im Fall von Stoffen
ohne eigene Affinität zur Phasengrenzfläche können für eine Zerschäumungsanalyse aus-
gewählte Schäumungshilfsmittel (Detergenzien) zugegeben werden, mit deren Hilfe eine
Anreicherung an der Grenzfläche erzielt werden kann.

2.1. Adsorptive Gasblasentrennmethoden

Die Zerschäumungsanalyse wird in verschiedenen Variationen angewandt und ist geeignet,
unterschiedliche Stoffe aus wässrigen Lösungen zu separieren oder anzureichern.
Einen Überblick über die verschiedenen Formen der Zerschäumungsanalyse gibt Abbil-
dung II.7.
Lemlich [Lemlich 1972] differenzierte die verschiedenen Zerschäumungsformen zunächst
in schaumbildende Verfahren (Schaumseparation) und nichtschäumende adsorptive Bla-

Abbildung II.7.: Die unterschiedlichen adsorptiven Gasblasentrennmethoden nach Lemlich
[Lemlich 1972]. (Flot. bedeutet Flotation)
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senseparation. Je nach Art der anzureichernden Stoffe und Vorgehensweisen werden diese
beiden Kategorien noch weiter differenziert. Die nichtschäumenden adsorptiven Blasen-
separierungsmethoden umfassen die Lösungsmittelsublatation und die Blasenfraktionie-
rung. Unter Schaumseparierung versteht man die Schaumflotation, die wieder viele ver-
schiedene Ausformungen findet, sowie die Zerschäumung. Eine konkrete Zuordnung zu
einem Typ ist nicht immer möglich. Die Übergänge sind fließend.

(Gas-)Blasenfraktionierung (bubble fractionation)
Bei dieser Form der nichtschäumenden adsorptiven Blasenseparierung kommt es nach
Dormann und Lemlich [Dormann 1965] durch Adsorption gelöster oberflächenaktiver
Verbindungen an die aufsteigenden Gasblasen zu einer relativ geringen Konzentrations-
verschiebung. An der Phasengrenzfläche der Blasen steigen die Verbindungen mit zur
Flüssigkeitsoberfläche auf. Dort entweicht das Gas der Blasen, und das angereicherte Fluid
aus der vormaligen Phasengrenzfläche wird oben in der Flüssigkeit angereichert. Aus die-
ser oberen Region wird dann das leicht angereicherte Fluid entnommen. [Maas 1974]

Lösungsmittelsublation (solvent sublation)
Die wässrige Phase, in der die anzureichernde Substanz vorliegt, wird bei der Lösungsmit-
telsublation mit einer darin nicht löslichen organischen Phase (z.B. Octanol) überlagert.
Im Gegensatz zur Gasblasenfraktionierung reichern sich die an der Blase mittransportier-
ten Moleküle nicht einfach nur oben in der Flüssigkeit an, sondern lösen sich im unpolaren
Medium, wenn die Blasen dieses passieren und das Gas in die Atmosphäre übertritt. Be-
dient man sich hier ionischer Tenside, können auch Stoffe ohne Oberflächenaktivität aus
wässriger Lösung extrahiert werden.

Schaumflotation (foam flotation)
Anders als bei den anderen adsorptiven Gasblasentrennmethoden werden bei der Schaum-
flotation, vereinfacht meist Flotation genannt [Gaudin 1957], nicht gelöste Stoffe, sondern
Partikel aus einer Suspension geschäumt. Diese Technik findet weit verbreitet Anwendung
und wird je nach Größe und Behandlungsweise der abzutrennenden Stoffe in mehrere
Gruppen unterteilt [Karger 1968, Mahne 1971]. Dies sind die Erzflotation zur Aufrei-
nigung verschiedener Erze [Gaudin 1957], die Makroflotation, bei der makroskopische
Partikel, sowie die Mikroflotation, bei der mikroskopische Partikel (z.B. Mikroorganis-
men), abgeschäumt werden [Dognon 1941]. Weiterhin gibt es die Präzipitationsflotati-
on, bei der die Zielsubstanz erst präzipitiert wird und dann durch die Gasblasen in den
Schaum getragen werden kann [Baarson 1963]. Bei der Ionen- bzw. Molekülflotation
werden nichttensidische Ionen bzw. Moleküle mit Hilfe eines unlöslichen Kollektors ab-
geschäumt [Sebba 1962]. Von Kolloidflotation spricht man, wenn das abzuschäumende
Material an kolloidale Partikel adsorbiert und mit diesen in den Schaum transportiert
wird.
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Zerschäumungsanalyse (foam fractionation)
Anders als bei der Flotation, wo suspendierte Partikel angereichert werden, handelt es
sich bei der Zerschäumungsanalyse um echt oder kolloidal gelöste Stoffe, die selbst meist
auch oberflächenaktiv sind, also Detergenzwirkung aufweisen und im Schaum angereichert
werden. Eine Zugabe von Tensid zur Unterstützung der Schäumbarkeit ist möglich.
Wie oben bereits angedeutet, ist eine genaue Differenzierung bei der Nomenklatur nicht
immer möglich, denn Anwendungen der adsorptiven Gasblasentrennmethoden bedienen
sich verschiedener Effekte oder können nicht genau einer Gruppe zugeordnet werden. Bei
systematischer Benennung wären viele Anwendungen zwischen den einzelnen Methoden
anzusiedeln. So gibt es z.B. bei der Ionenflotation auch Techniken, bei denen keine par-
tikulären Bestandteile an der Abtrennung beteiligt sind, sondern ein in echter Lösung
befindlicher Stoff abgeschäumt wird [Doyle 2003]. Ebenso verhält es sich bei der Se-
paration komplexer Gemische durch adsorptive Gasblasentrennmethoden. Aufgrund der
Vielzahl der enthaltenen Stoffe kann im Einzelnen oft nicht differenziert werden, welche
Komponente selbst den Schaum bildet, welche mitgetragen wird, und welche Kompo-
nenten vielleicht nur durch ein Zusammenwirken untereinander [Backleh 2001] an der
Phasengrenzfläche angereichert werden.
Auf derart semantische Probleme stößt man auch in dieser Arbeit, sobald man versucht,
die genutzten Effekte einer speziellen Technik aus der Gruppe der adsorptiven Gasbla-
sentrennmethoden zuzuordnen. In derartigen Fällen wird der erzielte Effekt beschrieben,
ohne etwaige Widersprüche zur engeren begrifflichen Definition zu erörtern.

2.2. Grundlagen der Zerschäumungsanalyse

2.2.1. Schaum

Definitionsgemäß sind Schäume disperse Systeme von Gas in Flüssigkeit oder Feststoff,
d.h. es sind Gasblasen, die durch dünne Schichten aus Flüssigkeit oder Feststoff getrennt
sind [Manegold 1953]. Da in dieser Arbeit nur Schäume mit Flüssigkeiten relevant sind,
wird der Feststoffschaum im Folgenden vernachlässigt.
Bei den Schäumen bezeichnet man die zwei extremen Formen der Verteilung von Gas
und Flüssigkeit ineinander als Kugelschaum resp. Polyederschaum. Der Übergang zwi-
schen diesen beiden Grenzformen ist fließend. Eine Zwischenform ist der Wabenschaum.
Zur Veranschaulichung dienen die Abbildungen II.8 (Seite 46) sowie, im Detail, Abbil-
dung II.11 (Seite 50).
Der Kugelschaum ist eine konzentrierte Verteilung selbstständiger, d.h. voneinander un-
abhängiger Blasen in einer Flüssigkeit. Bei der Zerschäumung tritt diese Blasenform in
der Flüssigkeit auf sowie dort, wo die aufsteigenden Blasen sich konzentrieren und die
Flüssigkeit zwischen diesen zurückzulaufen beginnt (siehe Abbildung II.8, Seite 46, un-
ten).
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Abbildung II.8.: Ent-
wicklung und Verhalten
des Schaumes während
der Zerschäumung.
Die in der Flüssigkeit
vereinzelt vorliegenden
Gasblasen sammeln sich
oben an der Flüssigkeit
und bilden einen Ku-
gelschaum. Aus diesem
entsteht durch Rücklauf
von Flüssigkeit schnell
Wabenschaum. Dieser
geht durch Drainage ab-
gereicherter Flüssigkeit
kontinuierlich in Poly-
ederschaum über, aus
dem, ganz oben, völlig
entwässerte polyhedrale
Zellen hervorgehen.

Ist dieser Rückfluss – man spricht von Drainage – etwas fortgeschritten, so entsteht Wa-
benschaum (siehe auch hierzu die Abbildung II.8), d.h. die Blasen sind nicht mehr sphä-
risch (kugelförmig), aber noch rundlich, mit ebenen Bereichen an den Kontaktflächen.
Durch den weiteren Rückfluss von Flüssigkeit zwischen den Blasen lagern sich die Grenz-
flächen der einzelnen Blasen in steigendem Maße aneinander und bilden ebene Flächen,
es entsteht Polyederschaum (Abbildung II.8 oben, sowie Abbildung II.11 (Seite 50)).
Bei diesem Schaum sind die einzelnen Blasen lediglich noch durch Flüssigkeitslamellen
voneinander getrennt, deren Dicke 10 nm bis 1 µm beträgt. Schematisch ist eine derartige
Lamelle (bei einer freien Blase) in Abbildung II.9 (Seite 47) dargestellt. Die Grenzflächen
der Lamellen zur Gasphase hin werden von Detergenzien (oberflächenaktive Substanzen)
gebildet.
An den Kanten und Ecken der Polyeder treffen die (im Schaum ebenen) Lamellen aufein-
ander und die interlamellare Flüssigkeit bildet zusammenhängende Dreieckskanäle, deut-
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lich erkennbar in Abbildung II.11 (Seite 50). Diese Kanäle, als Gibbs-Kanäle
[Bartsch 1926] oder Plateau-Ränder [Prins 1988, Grieves 1982] bezeichnet, spielen
eine zentrale Rolle für die Drainage im Schaum, und somit für die Anreicherung bei der
Zerschäumung. In Abbildung II.12 (Seite 51) ist ein Schnitt durch einen Gibbs-Kanal dar-
gestellt. Diese im Polyederschaum auftretenden Kanäle werden unter II.2.2.3.2 (Seite 50)
näher beschrieben.

Während die Generierung von Kugelschaum auch ohne Vorhandensein von Detergenzien
möglich ist, weil lediglich Gas in einer Flüssigkeit verteilt vorliegt, sind für Wabenschaum
und Polyederschaum oberflächenaktive Stoffe in der Lösung eine zwingende Vorausset-
zung, da die Phasengrenzfläche stabilisiert sein muss [Tadros 2005].

2.2.2. Detergenzien

Detergenzien sind Stoffe, welche die Grenzflächenspannung herabsetzen. Synonym spricht
man auch von oberflächenaktiven Substanzen oder Tensiden. Detergenzien sind amphiphi-
le Substanzen, d.h. sie haben mindestens einen hydrophilen (wasserliebenden) und einen
hydrophoben (wasserabstoßenden) Molekülteil. [Römpp 2005]
Aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens von Molekülabschnitten gegenüber Wasser ori-
entieren sich Detergenzien bevorzugt mit dem hydrophilen Molekülteil zur Wasserphase,
mit dem hydrophoben Teil weg vom Wasser, zur Gasphase [Lemlich 1972] resp. hin zu
einer lipophilen Phase. Deshalb ordnen sich amphiphile Moleküle an Phasengrenzflächen
an und verändern deren Eigenschaften. In erster Linie verringern Tenside die Oberflächen-
spannung, was grundlegende Voraussetzung für die Bildung von Schaum ist [Maas 1974].

In Abbildung II.9 ist dieses Verhalten schematisch dargestellt.

Abbildung II.9.: Ver-
halten von Tensidmo-
lekülen in und außer-
halb von Flüssigkeit. Die
Tenside sind als Strich
mit einem Ring an einer
Seite symbolisiert. Die-
ser Ring steht für den
hydrophilen (wasserlie-
benden) Molekülteil, der
Strich stellt die hydro-
phobe (wasserabstoßen-
de) Molekulregion dar.
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Aus energetischer Sicht führt die Anlagerung amphiphiler Moleküle zu einem begünstig-
tem Zustand der Detergenzien, da wasserunlösliche Molekülregionen einen energieärme-
ren Zustand einnehmen, wenn sie vom Wasser weg in die Gasphase ragen. Zudem hat
die Grenzfläche der Flüssigkeit einen energieärmeren Zustand, weil polare Moleküle des
Lösungsmittels nicht in direkten Kontakt mit der (hydrophoben) Gasphase treten, son-
dern die Tensidmoleküle die Unterschiede von polarer und unpolarer Phase vermitteln.
Als Folge wird die Oberflächenspannung herabgesetzt, die einer Ausdehnung oder Neu-
schaffung von Phasengrenzfläche entgegenwirkt. Der ungünstige, weil hochenergetische
Zustand großer Oberfläche wird somit durch die vermittelnde Wirkung der oberflächen-
aktiven Moleküle in einen günstigeren, energieärmeren gewandelt. [Tadros 2005]
Das Bestreben, eine möglichst geringe Oberfläche zu bilden, äußert sich des Weiteren auch
in der sphärischen Form von Blasen, denn die Kugel ist diejenige geometrische Form, wel-
che im Vergleich zum Volumen die geringste Oberfläche (Grenzfläche) aufweist.

Eine wichtige Größe bei der Schaumbildung mit Hilfe von Tensiden ist die kritische
Mizellen-Konzentration (critical micelle concentration, cmc). Von ihr hängt es ab, ob die
Luftblasen nach Verlassen der Flüssigkeit sofort kollabieren oder Schaum aufgebaut wird.
Die cmc gibt die Konzentration an Detergens an, bei der die amphiphilen Moleküle nicht
mehr einzeln in der Lösung vorliegen, sondern Aggregate bilden. In dieser Form wenden
sie ihre lipophilen Molekülregionen einander zu, und es sind nur noch die hydrophilen
Regionen des Moleküls im Wasser gelöst. Dies kann sphärisch zu Kugelmizellen, zu Stab-
mizellen oder zu lamellaren Doppelschichten führen. Mischformen zwischen den genannten
Anordnungen sind möglich. Entscheidend ist bei allen Aggregatformen die Zusammenla-
gerung hydrophober Molekülregionen, um diese nicht in das wässrige Lösungsmittel zu
orientieren.

2.2.3. Prinzip der Zerschäumungsanalyse

Ostwald [Ostwald 1936] beschreibt mit dem Terminus Zerschäumung das Einleiten eines
Gases in eine flüssige Phase, wobei die Blasen beim Austritt aus der Flüssigkeit Schaum
bilden, der in einer Säule aufsteigt. Am Ende der Säule wird der Schaum in ein Gefäß
überführt und zerfällt dort. Eine sehr einfache Apparatur für die Zerschäumungsanalyse
zeigt Abbildung II.10 aus Seite 49.

Voraussetzung für die Bildung von Schaum ist die Anwesenheit von oberflächenakti-
ven Stoffen in der Flüssigkeit. Solche Stoffe lagern sich aufgrund sowohl hydrophiler
als auch hydrophober Molekülstrukturen bevorzugt an die Phasengrenzfläche zwischen
Gas(-blasen) und Flüssigkeit an. Dort setzen sie die Oberflächenspannung herab und bil-
den einen flexiblen, kohäsiven Film. Bei der Zerschäumung reichern sich (vorrangig) die
Komponenten mit der höchsten Affinität zur Grenzfläche an [Schnepf 1959].
Die oberflächenaktive Substanz ist im Idealfall die anzureichernde selbst. Ist deren Tensid-
wirkung nicht stark genug oder deren Konzentration zu niedrig für eine Schaumbildung,
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Abbildung II.10.: Sche-
matische Skizze einer Zer-
schämungsapparatur wäh-
rend der Zerschäumung.
Das durch die Fritte un-
ten in die Flüssigkeit ge-
leitete Gas generiert Bla-
sen, die den Schaum auf-
bauen. Die für die Zer-
schäumung wichtigen Pro-
zesse der Grenzflächenad-
sorption in der Flüssigkeit
sowie Drainage und Ko-
aleszenz des Schaumes in
der Säule sind angezeigt.
Oben an der Säule ver-
lässt kollabierter Schaum
als Spumat die Säule.

können zur Unterstützung der Schäumung Detergenzien zugegeben werden. Da es genaue,
systematische Vorhersagen über die Wirkung zugegebener Tenside bei der Zerschäumung
noch nicht gibt, muss die Eignung einzelner Tenside empirisch ermittelt werden.
Die Anreicherung von Substanzen bei der Zerschäumung wird in erster Linie durch die
Grenzflächenadsorption der oberflächenaktiven Substanzen an die Gasblasen in der Flüs-
sigkeit sowie die Drainage und das Kollabieren und die Koaleszenz von Blasen in der
Schaumsäule gewährleistet.

2.2.3.1. Oberflächenadsorption
Beim Aufsteigen der Gasblasen in der Flüssigkeit ordnen sich oberflächenaktive Substan-
zen in Abhängigkeit ihrer Eigenschaften an der Phasengrenzfläche an. Daraus resultiert
ein Ansteigen der Konzentration des oberflächenaktiven Stoffes hin zur Grenzfläche.
Entscheidenden Einfluss haben bei diesem Vorgang die Oberflächenspannung zwischen
den Phasen, die Oberflächenaktivität, die Hydrophobizität und das elektrokinetische Po-
tential der anzureichernden Verbindung(-en).
Die an der Oberfläche der Blasen entstehende Schicht oberflächenaktiver Moleküle wird
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in der Flüssigkeit mit nach oben transportiert. Sie verhindert ein Zerplatzen der Blasen
oben an der Flüssigkeitssäule aufgrund der verringerten Oberflächenspannung und der
Bildung eines kohäsiven Filmes.

2.2.3.2. Aufkonzentrierung im Schaum
Die Effekte, welche bei der Zerschäumung eine Anreicherung bedingen, die weit über die
Differenzierung der Konzentration durch die Oberflächenadsorption hinausgeht, finden in
der Schaumsäule statt. Dies ist zum einen der Drainage-Effekt und zum anderen die Kol-
labatbildung.

Drainage

Sowohl die Gravitation als auch die Sogwirkung der Gibbs-Kanäle (Plateau-Ränder)
(deutlich erkennbar in Abbildung II.11, skizziert in Abbildung II.12 auf Seite 51) an den
Rändern der polyhedralen Blasen bewirken die Drainage. Die genannten Kanäle weisen
aufgrund der Krümmung der Oberfläche an den Kanten der Polyeder einen Unterdruck
gegenüber den Lamellenflächen auf, d.h. die Flüssigkeit, die zwischen den Polyederflä-
chen mit in den Schaum getragen wurde (Marangoni-Effekt) [Tadros 2005], wird in die
Kanäle zwischen den Polyederrändern gesaugt. Von dort sowie aus den Lamellen fließt,
bedingt durch die Gravitation, abgereicherte Flüssigkeit zurück in die Vorlage. Die an der
Phasengrenzfläche angelagerten Moleküle hingegen verbleiben an der Phasengrenzfläche
der Blase. Dies bedeutet eine selektive Entfernung von Lösungsmittel und somit eine An-
reicherung der Moleküle an der Phasengrenzfläche. [Grieves 1982]
Einfluss auf die Geschwindigkeit der Drainage hat neben der Blasengröße und der Tempe-
ratur auch die stoffliche Zusammensetzung der Flüssigkeit (z.B. die Viskosität)
[Lange 1972].

Abbildung II.11.:
Polyederschaum. Die Lamellen
dieses stark entwässerten Schau-
mes sind kaum noch zu erkennen.
Deutlich sieht man die Struktur
aus Gibbs-Kanälen.
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Abbildung II.12.:
Darstellung eines Gibbs-Kanals
(Plateau-Rand) [Grieves 1982].
Die Gasphase ist bezeichnet; die
schraffierte Fläche ist ein mit
Flüssigkeit befüllter Gibbs-Kanal.

Koaleszenz und Kollabieren des Schaumes

Koaleszenz (Zusammenschluss von kleinen Blasen zu größeren) im Schaum sowie das
Kollabieren (Zerfall, Brechen des Schaumes) von Blasen am oberen Ende der Schaumsäule
führen dazu, dass die Oberfläche verringert wird.
Als Konsequenz fließt das wässrige Lösungsmittel, angereichert mit oberflächenaktivem
Material, in den Schaum zurück. Auf diese Weise entsteht in der Schaumsäule von oben
her ein Gegenstrom von angereicherter Flüssigkeit. Da dieser in Wechselwirkung mit der
Phasengrenzfläche tritt, wird die Aufkonzentrierung verstärkt. Hier wird auch ersichtlich,
dass sich Stoffe entsprechend ihrer Affinität zur Oberfläche in der Schaumsäule anreichern.

Die entscheidenden Effekte Drainage und Koaleszenz sowie Kollabieren des Schaumes
werden von Parametern wie Temperatur, Druck, Viskosität der Flüssigkeit, Art und Kon-
zentration der anzureichernden Substanz und des ggf. zugesetzten Tensides beeinflusst.
Von Bedeutung ist auch die Größe der Blasen, die u.a. durch die Porengröße der Frit-
ten und den Gasvolumenstrom aber auch durch die Oberflächenspannung, und somit das
Tensid beeinflusst werden. Weiterhin übt die Dimension der Apparatur einen Einfluss auf
das Verhalten der Blasen bei der Zerschäumung aus. Näheres zu diesen Parametern folgt
unter 2.4 auf Seite 53.
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2.2.4. Produkte der Zerschäumung

Produkte aus der Zerschäumung sind einerseits das Spumat [Ostwald 1941]. Das ist
der zerfallene (kollabierte) Schaum, der oben von der Schaumsäule gewonnen wird (siehe
Abbildung II.10 auf Seite 49). Im Spumat sind die Substanzen enthalten, die im Schaum
in bzw. an die Phasengrenzschicht der Schaumblasen ein- bzw. angelagert waren. Dies
sind die oberflächenaktiven Substanzen und gegebenenfalls an die Grenzfläche oder die
Tenside angelagerte Inhaltstoffe.
Andererseits bleibt (im Sumpf) von der Vorlage, aus der geschäumt wurde, abgereicherte
Flüssigkeit zurück. Sie wird als Rückstand bezeichnet.

2.3. Spezielle Techniken der Zerschäumung

Entsprechend der Vielzahl an Trennungsproblemen, die mit Hilfe der Zerschäumungs-
analyse gelöst oder zu lösen versucht werden, gibt es unterschiedlichste Variationen und
Modifikationen beim Zerschäumungsprozess.
Den bekannten Zerschäumungsapparaten ist ein Flüssigkeitsreservoir am unteren Ende
der Säule, in welches das Gas zur Erzeugung von Schaum geleitet wird, und darüber ein
Rohr, in dem die Aufkonzentrierung stattfindet, gemein (Abbildung II.10, Seite 49). Die
Beschickung der Apparatur mit Vorlage und Ablauf aus dem Sumpf sowie Gewinnung des
Spumates am Kopf des Rohres werden auf unterschiedliche Weise bewerkstelligt. Im Falle
stabiler Blasen kann eine Vorrichtung zum Zerstören (Brechen) des Schaumes und so zur
Gewinnung des Spumates angebracht werden.
Zur Verbesserung der Zerschäumungseffizienz sind folgende Abwandlungen des einfachen
Prozesses möglich.

• Batch-Verfahren und kontinuierliche Zerschäumung
Beim Batch-Betrieb wird die Säule einmal mit Vorlage befüllt. Aus dieser Flüssigkeit
wird geschäumt, ohne die Vorlage nachzufüllen oder aus dem Sumpf abzuziehen.
Somit handelt es sich um eine diskontinuierliche Verfahrensweise. Experimentelle
Fragestellungen werden meist in diesem Modus untersucht, da er in begrenztem
Maßstab und gegenüber kontinuierlicher Arbeitsweise einfacher durchführbar ist.
Alternativ besteht die Möglichkeit, die Zerschäumung kontinuierlich zu betreiben,
d.h. in den Vorlagebereich (den Sumpf) wird laufend neue Vorlageflüssigkeit ein-
geleitet und an einer festgelegten Position abgereicherte Flüssigkeit entnommen.
Dies wäre bei einer praktischen Anwendung im großen Maßstab günstig, da konti-
nuierlicher Betrieb im industriellen Ablauf meist weniger arbeitsintensiv und daher
wirtschaftlicher ist als ein chargenweises Arbeiten.
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• Kreislaufzerschäumung
Eine weitere Option bei der Durchführung der Zerschäumung ist die Rückführung
von Schaum oder Spumat in die Zerschäumung. Man spricht in diesem Fall von
Kreislaufzerschäumung [Ostwald 1941]. Diese Möglichkeit besteht bei kontinuier-
lichem und bei diskontinuierlichem Betrieb. Die Einspeisung des zurückgeführten
Stromes ist in beliebiger Höhe in den Schaum sowie in den Sumpf möglich.

• Kolonnenzerschäumung
Bei der Kolonnenzerschäumung handelt es sich um eine Reihenschaltung von Zer-
schäumungssäulen, wobei das Spumat aus einer Säule jeweils die Vorlage für die
nächste Säule liefert [Ostwald 1940]. So ist eine weitere Anreicherung des Spuma-
tes in der jeweils nächsten Stufe möglich.
Eine Fortentwicklung der Kolonnenzerschäumung ist die Multistage-Zerschäumung.
Hier wird die Zerschäumung auf mehreren Böden durchgeführt [Darton 2004].

Die bisher genannten Möglichkeiten des kontinuierlichen und diskontinuierlichen Betriebs,
der Spumatrückführung und des Kolonnenbetriebes sind je nach Problemstellung modifi-
zier- und kombinierbar.

2.4. Apparatur und Parameter bei der Zerschäumung

2.4.1. Geometrie der Apparatur

Neben den stofflichen Gegebenheiten haben auch die geometrischen Abmessungen der ge-
samten Zerschäumungsapparatur Einfluss auf Ablauf und Resultat der Zerschäumung.

Vorlagebereich

Die Form des Vorlagegefäßes bedingt aufgrund der Höhe der Flüssigkeit die Zeitspanne, in
der die Blasen in der Vorlage verweilen und somit die Dauer, in der Oberflächenadsorpti-
on stattfinden kann [Uriazee 1995, Ahmad 1975]. Werden im Verhältnis zur gebildeten
Schaummenge große Volumina der Vorlage eingesetzt, kann das Vorlagegefäß eine sphäri-
schere Form erhalten als das Rohr, wodurch die vertikale Abmessung der Apparatur gering
gehalten werden kann. Durch diese Maßnahme verringert sich die Verweilzeit der Blasen
in der Flüssigkeit und somit die Zeit für die Adsorption. Doch den maßgeblichen Beitrag
für eine hohe Anreicherung liefern die Drainage und die Koaleszenz in der Schaumsäule
sowie das Kollabieren oben am Schaumsäulenende. Die Verweilzeit in der Vorlage übt
einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die Anreicherung aus [Kinoshita 2003].
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Säulenquerschnitt, volumenvergrößernde Einbauten

Der Querschnitt der Säule bedingt die Geschwindigkeit, mit der sich die Schaumsäule
aufbaut, sowie die Drainage und die Koaleszenz. Weiterhin hat er großen Einfluß auf das
Kollabieren des Schaumes und so den Aufbau einer Schaumsäule.
Bei gegebenem Volumenstrom ist die Strömungsgeschwindigkeit von der Rohrquerschnitts-
fläche abhängig. Betrachtet man die für die Anreicherung maßgeblichen Effekte der Drai-
nage und der Koaleszenz [Kinoshita 2003], sollten Einbauten mit erweitertem Quer-
schnitt die Anreicherung verbessern. Denn die zwischen den Blasen zurücklaufende Flüs-
sigkeit hat eine bestimmte Geschwindigkeit, die entgegen der des aufsteigenden Schaumes
gerichtet ist. Je größer die Querschnittsfläche der Einbauten ist, desto mehr Flüssigkeit
kann in gleicher Zeit zurücklaufen. Die Geschwindigkeit, mit der sich die Schaumsäu-
le aufbaut, verringert sich bei größerem Durchmesser, die Rückflussgeschwindigkeit der
Flüssigkeit hingegen bleibt konstant. Verschiedene Anwender der Zerschäumung setzen
solche Einbauten bereits ein [Schonfeld 1967, Banerjee 1993].
Andererseits beschreibt Liu [Liu 1995], mit kleineren Säulendurchmessern höhere Anrei-
cherungen erzielt zu haben.

(Schaum-) Säulenhöhe

Kinoshita et al. [Kinoshita 2003] fanden bei Zerschäumungen in verschieden hohen
Schaumsäulen die stärkste Anreicherung bei der Arbeit mit der längsten Säule. Dies
ist darauf zurückzuführen, dass in der Schaumsäule die entscheidenden Abläufe (Koales-
zenz, Kollabieren und Drainage) zur Anreicherung stattfinden (wie oben beschrieben).
Die im Schaum zurückfließende Flüssigkeit ist gegenüber dem verbleibenden Schaum ab-
gereichert. In einer höheren Schaumsäule kann stärker abgereichertes Spumat oben vom
Schaum abgenommen werden. [Liu 1995, Dormann 1965]
Begrenzt wird die ausführbare Höhe der Schaumsäule durch die Stabilität des Schaumes,
denn ab einer gewissen Höhe kollabiert der Schaum so stark, dass kein weiterer Aufbau
der Schaumsäule möglich ist.

2.4.2. Gaseinleitung: Art und Porengröße

Zur Erzeugung unterschiedlich feiner Blasen für die Zerschäumung können verschiedene
Vorrichtungen eingesetzt werden. Im einfachsten Fall leitet man das Gas einfach durch
ein Verteilerrohr ein. Zur Generierung feinerer Blasen werden stabförmige Glasfilterkerzen,
Metallfritten sowie poröse plane Membranen, die senkrecht zum Rohr in dieses eingelassen
sind, verwendet [Lima 1994]. Durch die Auswahl der Porosität von Fritte resp. Membran
kann Einfluss auf die Blasengröße genommen werden.

54



Kapitel II. Grundlagen 2. Zerschäumungsanalyse

2.4.3. Blasengröße

Die Blasengröße ist in erster Linie abhängig von der Porosität der Fritte sowie von der
Höhe des Gasvolumenstromes (Flux) und der Oberflächenspannung der Flüssigkeit gegen-
über dem Gas. Fritten mit feinen Poren bilden eher kleine Blasen, grobe Fritten größere.
Bei hohem Gasvolumenstrom entstehen größere Blasen als bei niedrigerem.
Beim Aufsteigen in der Vorlage haben kleine Blasen eine längere Verweilzeit, da sie langsa-
mer aufsteigen. Zudem fällt das Oberflächen/Gasvolumen-Verhältnis bei kleineren Blasen
(bei gleichem Gesamtgasvolumen) stark zu Gunsten der Oberfläche aus. Die für die Zer-
schäumung entscheidende Phasengrenzfläche ist (bei konstantem Flux) bei kleinen Blasen
(feiner Schaum) wesentlich größer.

2.4.4. Gasvolumenstrom, Dauer der Zerschäumung

Die Höhe des Gasvolumenstromes (Flux) hat folgende Einflüsse auf das Resultat der
Zerschäumung: Ein niedriger Flux bewirkt bei gleicher Porosität der Fritte eher kleine-
re Blasen. Die Schaumsäule baut sich langsamer auf, und bei längerer Verweilzeit des
Schaums in der Säule kann mehr Drainage erfolgen. Hinzu kommt eine geringere Menge
an Flüssigkeit, die bei geringem Flux aus der Vorlage mit in den Schaum getragen wird.
Deshalb sollte die Anreicherung bei geringem Gasvolumenstrom relativ hoch sein.
Bei hohem Gasvolumenstrom wird viel Flüssigkeit mit in den Schaum getragen und in der
Schaumsäule mit hoch transportiert, weil der Rückfluss aufgrund der hohen Geschwin-
digkeit des Schaums nicht effektiv ist. Ein hoher Flux führt zugleich zu einer größeren
Oberfläche, die pro Zeit gebildet wird, an der sich die oberflächenaktiven Substanzen an-
lagern können. Somit lässt sich auf diese Weise die Wiederfindung im Schaum verbessern
[Brown 1998, Noble 1998, Ahmad 1975].
Führt man eine Zerschäumung über einen längeren Zeitraum durch, kann auch bei gerin-
gem Flux eine größere Oberfläche generiert werden, die den Transport der grenzflächen-
aktiven Substanzen gewährleistet.

2.4.5. Gasart

Je nach Empfindlichkeit und anderen Voraussetzungen des Substrates kann der Schaum
mit unterschiedlichen Gasen generiert werden. Für Anwendungen, bei denen z.B. eine
oxidative Veränderung von Inhaltsstoffen keine Rolle spielt (z.B. bei der Entfernung von
Schadstoffen aus Abwasser), kann mit Druckluft gearbeitet werden. Das ist die denkbar
kostengünstigste Möglichkeit für die Gasversorgung bei der Zerschäumung.
Wird bei einer Zerschäumung mit Substanzen gearbeitet, die empfindlich sind, z.B. ge-
genüber einer Veränderung des pH-Wertes oder Oxidation, so ist es ungünstig, als Gas
CO2 (führt in wässriger Lösung zur Säuerung) oder Druckluft (Oxidationspotential des
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Sauerstoffes) zu verwenden. Also eignen sich in solchen Fällen nur inerte Gase. Das sind
Edelgase, die sehr teuer sind. Stickstoff (N2), der bei Bedingungen, wie sie bei der Zer-
schäumung auftreten, reaktionsträge ist, stellt eine geeignete Alternative dar, die wesent-
lich preiswerter zur Verfügung steht als Edelgase. Des Weiteren bildet Stickstoff relativ
feinen, cremigen Schaum, der vergleichsweise stabil ist [Montero 1993].

2.4.6. Schäumungshilfsmittel

Befinden sich in der zu zerschäumenden Lösung nativ nicht genug schaumaktive Substan-
zen, können zusätzlich Detergenzien zugegeben werden, welche die Bildung von Schaum
gewährleisten. Als allgemeinen Richtwert schlägt Maas [Maas 1974] eine Konzentration
von 10−3 bis 10−7 Mol oberflächenaktiver Substanz vor.
Untersuchungen in der Vergangenheit zeigten, dass es für viele Problemstellungen bei der
Zerschäumungsanalyse am günstigsten für die Anreicherung ist, eine möglichst geringe
Konzentration an Schäumungsmittel (Tensid) einzusetzen [Konduru 1992].

2.4.7. Effizienz der Zerschäumung

Zur Charakterisierung des Erfolges der Zerschäumung werden in erster Linie zwei Größen
berechnet: der Anreicherungsfaktor ER und die Wiederfindung R.
Die Ausgangskonzentration in der Vorlage hat großen Einfluss auf die erzielbare Anrei-
cherung dieser Substanz im Schaum. Je verdünnter die Lösung ist, desto höhere Anrei-
cherungsfaktoren (ERs) können erzielt werden. [Schnepf 1959]

Der Anreicherungsfaktor ER errechnet sich als Quotient aus der Konzentration des
betrachteten Stoffes im Spumat cS und dessen Konzentration in der Vorlage c0.

Anreicherungsfaktor ER =
cS

c0

Die Wiederfindung R setzt die Stoffmenge n an Zielsubstanz im Spumat (nS) ins Ver-
hältnis zu dessen Menge in der Vorlage (n0):

Wiederfindung R =
nS

n0

mit n = c ∗ V ist
R =

cS ∗ VS

c0 ∗ VS

,

wobei VS und VS die Volumina von Spumat bzw. Vorlage sind.
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2.5. Zerschäumung von Proteinen

Speziell bei der Anwendung der Zerschäumung auf die Anreicherung oder Separation von
Proteinen gibt es Besonderheiten, die im Folgenden beschrieben werden.

2.5.1. Proteinkonzentration

Nach Britten und Lavoie ist eine Proteinkonzentration in der Vorlage günstig, die gerade
groß genug ist, um Schaum bilden und stabilisieren zu können [Britten 1992]. Denn
je mehr Phasengrenzfläche den Proteinen zur Verfügung steht, desto leichter kann deren
Auffaltung (Denaturierung) erfolgen, welche die Schaumbildung unterstützt. Reicht die
Oberflächenaktivität der Proteine in der vorliegenden Konzentration nicht aus, um einen
Schaum zu bilden, werden Tenside zugesetzt.

2.5.2. Proteineigenschaften

Die Fähigkeit von Proteinen, Schaum zu bilden (Schaumkapazität [Dickinson 1989]),
unterscheidet sich bei verschiedenen Proteinen stark. Ausschlaggebend hierfür ist das
Vermögen des Proteins, die Oberflächenspannung herabzusetzen [Kinsella 1987]. Das
bedeutet, die Geschwindigkeit, mit der die Proteine zur Phasengrenzfläche diffundieren,
das Vermögen der Proteine, sich dort anzulagern und aufzufalten (Oberflächendenaturie-
rung) und sich an der Phasengrenze anzuordnen [Bull 1972, MacRitchie 1978]. Nach
Clarkson [Clarkson 1999] geht die Orientierung der hydrophoben Molekülregionen (v.a.
Aminosäurereste) in die Gasphase mit einer Auffaltung (partielle Denaturierung) des Pro-
teins einher. Dieser Mechanismus verbessert die Schäumbarkeit sowie die Schaumstabi-
lität. Liegen im Proteinmolekül starke intramolekulare Bindungen vor, wie z.B. Disul-
fidbrücken, kann die Auffaltung der Polypeptidketten erschwert sein [Charm 1972].
Belitz [Belitz 2001] führt die Schaumstabilität auf das Vermögen der Proteine zurück,
starke, flexible kohäsive Filme zu bilden, die die Koaleszenz verringern.
Im Einzelnen beeinflussen Molekulargewicht, Molekülstruktur, Oberflächenhydrophobizi-
tät, Löslichkeit und Auffaltbarkeit der Proteine die Bildung sowie Stabilisierung eines
Schaumes. [Clarkson 1999, Belitz 2001, Dickinson 1989]
Aufgrund des Molekulargewichtes sind kleinere Proteinmoleküle in der Lage, schneller an
die Phasengrenzfläche zu diffundieren als größere.

2.5.3. pH-Wert

Neben vielen anderen Parametern übt auch der pH-Wert einen Einfluss auf das Ergebnis
der Zerschäumung aus. Speziell bei der Zerschäumung von Proteinen spielt er eine wich-
tige Rolle, da der Ladungszustand von Polypeptiden vom pH-Wert abhängig ist.
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Verschiedene Literaturquellen beschreiben eine optimale Anreicherung von Proteinen an
deren isoelektrischem Punkt (IEP) [Liu 1995, Ahmad 1975, Sarkar 1987, Brown 1998].
Ahmad und Sarkar führen dies auf die fehlende Nettoladung und damit schlechtere Lös-
lichkeit am IEP und höhere Affinität zur Phasengrenzfläche zurück. Brown begründet
dieses Phänomen mit der verringerten Oberflächenspannung beim IEP.
Es wurde jedoch auch beschrieben, dass sich Proteine am IEP nur mit erniedrigter Effizi-
enz anreichern lassen [Peters 1952].
Clarkson [Clarkson 1999] untersuchte die Beschädigung von Proteinen während der Zer-
schäumung und stellte den pH-Wert als eine Haupteinflussgröße für diese im Allgemeinen
unerwünschte Veränderung der Proteine heraus.

2.5.4. Ionenstärke

Im Falle der Zerschäumung von Proteinen untersuchten Brown et al. [Brown 1998] den
Einfluss der Ionenstärke auf die Resultate der Zerschäumung. Bei bovinem Serumalbu-
min (BSA) beobachteten sie bei steigender Ionenstärke eine schlechtere Anreicherung bei
gleichzeitig verbesserter Wiederfindung.
Die Ionenstärke ist neben dem pH-Wert die maßgebliche Einflussgröße auf die Beschädi-
gung von Proteinen während der Zerschäumung [Clarkson 1999].
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III. Praktischer Teil

1. Materialien und Geräte

1.1. Materialien

1.1.1. Tierische Rohstoffe

• BSE–positives Hirnmaterial
Lehrstuhl für Tierhygiene
Weihenstephaner Berg 3, 85354 Freising – Weihenstephan

• Stammhirn (Obexregion) junger (gesunder) Kälber
Schlachthof, D–94315 Straubing, Germany

• Cerebrospinalflüssigkeit
Lehrstuhl für Tierhygiene
Weihenstephaner Berg 3, 85354 Freising – Weihenstephan

1.1.2. Elektrophorese (SDS–PAGE)

• Acrylamid, 2x research grade,
SERVA Elektrophoresis GmbH, D–69115 Heidelberg, Germany

• Ammoniumpersulfat, p.a.,
Merk KGaA, D–64271 Darmstadt, Germany

• Bromphenolblau,
Amersham Biosciences AB, SE–75184 Uppsala, Sweden

• DL–Dithiotreitol minimum 99 % titration,
Sigma–Aldrich Chemie GmbH, D–89552 Steinheim, Germany

• Formaldehyd, ≥37 %, p.a., ACS,
Carl Roth GmbH & Co KG, D–76185 Karlsruhe, Germany

• Glycerin, p.a.,
Merck KGaA, D–64271 Darmstadt, Germany

• Glycin, analytical grade,
SERVA Elektrophoresis GmbH, D–69115 Heidelberg, Germany
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• Größenmarker: Precision Blue Protein Standard,
(10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 und 250 kDa–Banden)
Bio–Rad Laboratories GmbH, D–80939 München, Germany

• Kerosin, pure,
SERVA Elektrophoresis GmbH, D–69115 Heidelberg, Germany

• Methylenbisacrylamid,
Amersham Biosciences AB, SE–75184 Uppsala, Sweden

• Natriumacetat, ≥99 %, p.a., ACS, wasserfrei,
Carl Roth GmbH & Co KG, D–76185 Karlsruhe, Germany

• Natriumcarbonat,wasserfrei, p.a., ≥99,8 %, p.a., ACS, ISO, Carl Roth GmbH & Co
KG, D–76185 Karlsruhe, Germany

• Natriumthiosulfat Pentahydrat,
Merck KGaA, D–64271 Darmstadt, Germany

• Natriumdodecylsulfat (SDS), 2x cryst. analytical grade,
SERVA Elektrophoresis GmbH, D–69115 Heidelberg, Germany

• GelBond R© PAG Film
Cambrex Bio Science, 4800 Verviers, Belgium

• Silbernitrat,
Degussa–Hüls, D–60287 Frankfurt

• Tetramethylethylendiamid (TEMED),
Amersham Biosciences AB, SE–75184 Uppsala, Sweden

• Trizma R© –base, Reagent Grade, minimum 99,9 % titration
Sigma–Aldrich Chemie GmbH, D–89552 Steinheim, Germany

• Ethanol, absolute,
Mallinckrodt Baker, 74000 AA Deventer, Holland

• Essigsäure, 100 % p.a.,
Carl Roth GmbH & Co KG, D–76185 Karlsruhe, Germany

1.1.3. Zerschäumung

• Magermilch, 0,3 % Fettgehalt
• Molkenproteinisolat, 90 % Molkenprotein
• Glasfritten der Porositäten 3, 4 und 5

ROBU Glasfilter–Geräte GmbH, D–57644 Hattert
• Phosphate Buffered Saline (PBS)

Phosphat–gepufferte, physiologische Kochsalz–Lösung, 10 mM Natrium/Kalium–
phosphatpuffer pH 7,2, 0,8 % NaCl u. 0,02 % KCl

• Dodecylsulfat Natriumsalz zur Synthese (SDS)
Merck, Schuchardt, D–85665 Hohenbrunn

• Tween R©20 (Polyethoxysorbitanlaurat)
Merck, Schuchardt, D–85665 Hohenbrunn
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• Bovines Serumalbumin (BSA)
BSA wurde eingesetzt aufgrund seiner sehr starken schaumbildenden Wirkung.

1.1.4. TSE–Analytik

• ELISA für Prionproteine:
Roboscreen R© BetaPrion R© BSE EIA Test Kit, Roboscreen, D–04129 Leipzig

• Rekombinantes bovines Prion Protein (PrPC), His–tagged:
Histidinmarkierter, vollentwickelter Teil (gesamte Länge) von bovinem PrP (25–
244), exprimiert in Escherichia coli BL21, gelöst von Einschlusskörpern in 6 M Gu-
anidin–HCl und gereinigt mittels Ni(II)–Nitroacetat–Agarose–Chromatographie.
Länge 228 aa, MW 24724
Roboscreen, D–04129 Leipzig

1.2. Geräte

• ELISA–Mikroplattenlesegerät:
SLT labinstruments Deutschland GmbH,
D–74564 Crailsheim, Germany

• Mikroplattenwascher:
anthos fluido Typ 24550,
ANTHOS LABTEC INSTRUMENTS GmbH,
5071 Wals, Austria

• Elektrophoresekammer:
2117 MULTIPHOR II Electrophoresis Unit
LKB BROMMA, Schweden

• Spannung für Elektrophorese:
2301 MACRODRIVE Powersupply
LKB BROMMA, Schweden

• Skizze der konstruierten Zerschäumungsapparatur für pathologisches Gehirn siehe
Abbildung III.1.
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Abbildung III.1.: Schematische Darstellung der Apparatur, die für die Zerschäumungsanalyse
von pathologischem Gehirn in dieser Arbeit verwendet wurde. Die gesamte Höhe des Zerschäu-
mungsrohres beträgt 500 mm. Das Vorlagegefäß ist 100 mm hoch, die gerade Säule 350 mm.
Der Bogen zur Abnahme des Spumates ist 50 mm hoch und ebenso breit. Die Rohre haben einen
Durchmesser von 18 mm. Abgesehen von Verschraubungen, Dichtung und Septum besteht das
Zerschäumungsrohr aus Glas. Eine fotographische Abbildung dieser Zerschäumungsapparatur be-
findet sind im Anhang (Abbildung A.1 auf Seite 115).
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2. Methoden

Da in dieser Arbeit die erzielte Anreicherung von zentraler Bedeutung ist, zielen alle
Versuche darauf hin ab, in möglichst geringem Spumatvolumen möglichst viel des patho-
logischen Prionproteins PrPSc aus der Vorlage anzureichern. Eine hohe Wiederfindung
wird nicht angestrebt und ist aufgrund zu geringer Konzentrationen an PrPSc nicht mess-
bar.
Daher wird in dieser Arbeit immer mit dem erzielten Anreicherungsfaktor ER argumen-
tiert, nicht mit der Höhe der Wiederfindung R.

2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Abschätzung, ob in den einzelnen Spumatfraktionen eine Separation der verschie-
denen Proteine stattfindet oder sich das gesamte Protein in konstantem Verhältnis an-
reichert, wird die SDS-PAGE angewandt. Die elektrophoretischen Versuche werden mit
BSE-negativem Gehirn durchgeführt.

2.1.1. Anfertigung des Polyacrylamid-Gels für SDS-PAGE

• Der Puffer dient sowohl für das Trenngel als auch für das Sammelgel.
Für 100 mL Puffer 18,15 g Trizma Base und 0,4 g SDS in etwa 80 mL H2Odemin

lösen. Mit 4 M HCl auf pH 8,8 einstellen. Mit H2Odemin ad 100 mL auffüllen.

• Für 100 mL der Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung: 29,1 g Acrylamid und 0,9 g
Methylenbisacrylamid in 100 mL H2Odemin lösen, 0,5 g Serdolit MB-1 hinzufügen
und 10 min rühren.

• Zusammenstellung des Rahmens für die Polymerisierung des Gels:
Auf die glatte Glasplatte auf eine Wasserschicht den GelBond R© PAG Film legen,
darauf die Glasplatte mit dem U-förmigen Gummirahmen (0,5 mm Dicke). Die
beiden Platten mit Klammern zusammenhalten und auf 4 ◦C kühlen.

• Unmittelbar vor dem Gießen der PA-Gele die Flüssigkeiten nach dem Protokoll für
Sammel- und Trenngel (Tabelle III.1, Seite 64) mischen.

• TEMED (Tetramethylethylendiamid, Startreagenz) sowie Ammonium-Persulfat (Ka-
talysator für die Vernetzungsreaktion) erst unmittelbar vor dem Gießen des Gels zu
der Flüssigkeit geben.

63



Kapitel III. Praktischer Teil 2. Methoden

• Nach vorsichtigem Einfüllen, zuerst der Flüssigkeit des Sammelgels (6,0 mL) und
dann des Trenngels (ca. 24 mL), ruht das noch nicht polymerisierte Gel 15 min und
wird dann für 30 min bei 50 ◦C polymerisiert.

Tabelle III.1.: Protokoll zur Herstellung von Sammel- und Trenngel für die Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE).

Sammelgel Trenngel
Glycerin 3,75 g 3,125 g
Trenngel-Puffer 2,5 mL 6,25 mL
Acrylamid/Bisacrylamid Lösung 2,0 mL 10,625 mL
H2Odemin 2,5 mL 50,625 mL
TEMED 5 µL 12,5 µL
Ammonium Persulfat (40 %) 10 µL 25 µL

2.1.2. Vorbereitung der Proben für die SDS-PAGE

• Probenpuffer: 60,6 mg Trizma-Base, 0,2 g SDS und 2,0 g Glycerin in etwa 50 mL
H2Odemin lösen und mit 1 N HCl auf pH 8,8 einstellen, 0,1 g DL-Dithiotreitol und
0,5 mg Bromphenolblau zugeben, ad 10 mL mit H2Odemin auffüllen.

• Probe mit gleichem Volumen Probenpuffer versetzen und 5 min bei 95 ◦C erhitzen.

• Polyacrylamidgel auf einem Film von Kerosin auf die wassergekühlte (20 ◦C) Un-
terlage platzieren.

• Bis zu 15 µL der aufbereiteten Probe bzw. Größenmarker in die Slots geben.

• Stromstärke I: 15 bis 32 mA; Spannung U: sukzessiv von 150 V auf 250 V im
Sammelgel steigern, im Trenngel max. 820 V.

2.1.3. Silberfärbung nach Blum et al. (Electrophoresis 8, 93 (1987)) (modifiziert)

• Reagenzien:

– Fixierlösung: 40 % Ethanol, 10 % Essigsäure, 50 % H2Odemin

– Waschlösung I: 30 % Ethanol, 70 % H2Odemin

– Waschlösung II: 30 % Ethanol, 70 % H2Odemin
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– Sensibilisierlösung (Thiosulfatreagenz):
100 mg Natriumthiosulfat
ad 500 mL mit H2Odemin auffüllen

– Färbereagenz (Silbernitrat):
1,0 g Silbernitrat und
0,1 mL Formaldehyd (37 %)
ad 500 mL mit H2Odemin

– Entwicklerreagenz:
15 g Natriumcarbonat,
0,25 mL Formaldehyd (37 %)
2,5 mg Natriumthiosulfat
ad 500 mL mit H2Odemin auffüllen

– Stoppreagenz:
2,5 g Glycin
ad 500 mL mit H2Odemin auffüllen

• Die Durchführung der Färbung der Gele aus der Elektrophorese erfolgt mittels
Silberfärbung nach dem Protokoll in Tabelle III.2:

Tabelle III.2.: Protokoll für die Durchführung der Silberfärbung nach Blum (Electropho-
resis 8, 93 (1987)), modifiziert.

Reagenz Dauer
Fixieren Fixierlösung mind. 3 h
Waschen I Waschlösung I 2 0 min
Waschen II Waschlösung II 20 min
Waschen H2Odemin 20 min
Sensibilisieren Sensibilisierungsreagenz 1 min
Waschen H2Odemin 3 x 20 s
Färben Färbereagenz 20 min
Waschen H2Odemin 3 x 20 s
Entwickeln Entwicklerreagenz 3 bis 5 min (Reagenz wechseln)
Waschen H2Odemin 20 s
Stopp Stoppreagenz 5 min
Waschen H2Odemin 3 x 10 min
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2.2. Zerschäumung

Die Zerschäumungsanalyse erfolgt in der bei 1.2 Geräte als Skizze (Abbildung III.1 auf
Seite 62) und im Anhang als Fotographie (Abbildung A.1 auf Seite 115) gezeigten Appa-
ratur im Batch-Betrieb.

• Zur Generierung des Schaums werden Glas-Kerzenfritten der Porosität 4 verwendet.
Vorversuche zeigten, dass diese einen Schaum günstigerer Stabilität erzeugen als
Fritten anderer Porositäten. Weiterhin ist die Schaumbildung bei dieser Porosität
der Fritte konstanter und besser reproduzierbar.

• Bei Zerschäumungen, bei denen nicht ausdrücklich darauf hingewiesen wird, dass
zur Ermittlung des am besten geeigneten Schäumungshilfsmittels auch andere Ten-
side eingesetzt werden, wird das Tensid SDS zugegeben. Grundsätzlich wird mög-
lichst wenig SDS eingesetzt, da hohe SDS-Gehalte zu einem schlechteren Signal im
ELISA führen und auch die Anreicherung durch unnötig hohe SDS-Konzentrationen
verschlechtert wird (siehe Ergebnisse).

• Als Gas für die Zerschäumung wird Stickstoff verwendet.

• Aus einer Vorlage werden im Rahmen einer Zerschäumung jeweils mehrere Spumate
zur Quantifizierung der Anreicherung gewonnen.

2.2.1. Proteinfraktionierung

• Bei Zerschäumungen zur Proteinseparierung wird zwischen den Spumatentnahmen
jeweils eine definierte Zeitspanne bei konstanter Höhe geschäumt, wobei die Schaum-
säule zwischen den Entnahmen der einzelnen Spumatfraktionen nicht kollabiert,
sondern aufrechterhalten bleibt.

2.2.2. Anreicherung von Prionprotein

• Bei der Zerschäumung von Stammhirnhomogenat für die Anreicherung von PrP wird
der Volumenstrom des Gases so geregelt, dass sich sehr langsam eine Schaumsäule
aufbaut. Dann wird bei konstanter Höhe der Schaumsäule geschäumt. Bei den Vor-
versuchen wurde deutlich, dass bei einer Schäumungsdauer von etwa 20 bis 30 min
vor Entnahme des Spumates die höchste Anreicherung erzielt werden kann.

• Zwischen den Spumatentnahmen und dem neuen Schäumungsbeginn kollabiert die
Schaumsäule vollständig (sofern nicht extra anders betont), so dass wieder eine ei-
genständige Zerschäumung betrachtet werden kann. Der abgereicherte Sumpf ist die
Vorlage für die neuerliche Zerschäumung. Die sukzessiv gewonnenen Spumatfraktio-
nen werden entsprechend als S1, S2,..., Sn nummeriert.
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2.2.3. BSE-negatives Material

• Obgleich PrPC als ungefährlich gilt, wird der Stickstoffvolumenstrom aus dem Spu-
matsammelgefäß durch eine Gaswaschflasche mit 4 M NaOH geleitet, um evtl. als
Aerosol im Gas befindliche Substanzen zurückzuhalten. Probenaufgabe der Vorlage
sowie Probenentnahme (aus Sumpf und Spumatauffanggefäß) erfolgen stets mittels
einer Kanüle durch die Septen unten am Sumpf bzw. am Spumatauffanggefäß.

• Schladitz
[Schladitz 1999] beschreibt eine Umfaltung von Proteinen an der Phasengrenzflä-
che zwischen Wasser und Luft hin zu β-Faltblatt-Strukturen. Vor der Zerschäumung
von PrPC wurde deshalb sichergestellt, dass es durch den Zerschäumungsvorgang
nicht zu einer Änderung der Proteinstruktur kommt und so eine infektiöse bzw.
gegen Proteinase K resistente Form entsteht.

2.2.4. Anreicherung von infektiösem PrPSc

• Die Zerschäumung von BSE-positivem Gehirn sowie die Untersuchungen zur Anrei-
cherung von PrPSc werden in einem L3**-Labor durchgeführt. Die Zerschäumungs-
apparatur enthält bei Arbeiten mit pathogenem Material neben der Gaswaschflasche
mit 4 M NaOH eine Kältefalle mit flüssigem Stichstoff (-196 ◦C), in der mögliche
Aerosolkomponenten im Gasstrom und jegliche Feuchtigkeit, welche die Gaswasch-
flasche verlässt, resublimiert wird. Die gesamte Zerschäumungsapparatur befindet
sich unter einer Laminarflow-Sterilbank.

• Aufgabe der Vorlage sowie Entnahme von Proben aus dem Sumpf erfolgen über
das Septum am Vorlagegefäß. Die Entnahme der Spumatfraktionen wird mit einer
Kanüle durch das Septum am Spumatauffanggefäß bewerkstelligt.

2.3. Reinigung der Gerätschaften

• Bei Arbeiten mit nicht bedenklichem Material werden die Gerätschaften nach jeder
Zerschäumung mit Spülmittel gereinigt, dann mit Wasser, destilliertem Wasser und
anschließend mit Aceton gespült. Die Fritte wird zur Reinigung nach jedem Versuch
mit Wasser durchspült und mit Druckluft durchgeblasen. Anschließend folgen 15
Minuten in einer 2-Propanol-KOH Lösung im Ultraschallbad. Zuletzt wird die Fritte
noch einmal mit Leitungswasser, mit destilliertem Wasser und Aceton gespült.

• Wurde eine Zerschäumung von infektiösem Material durchgeführt, so wird die im
Sumpf befindliche Flüssigkeit mittels Kanüle abgezogen und bei 134 ◦C bei 2 bar
für 20 min autoklaviert. Nach dieser thermischen Inaktivierung wird die Flüssigkeit
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zu gleichen Teilen mit 13 %-iger Natriumhypochloritlösung versetzt, die mindestens
24 Stunden einwirkt.
Die entleerte Apparatur wird von der Seite der Gaszuleitung vor dem Rücklauf-
rohr und abluftseitig nach dem Spumatsammelgefäß unterbrochen, das gesamte Zwi-
schenstück zerlegt und für 24 Stunden in ein 4 M NaOH-Bad gelegt. Die weitere
Reinigung erfolgt wie bei der Arbeit mit nicht infektiösem Material.

2.4. Ermittlung des Prionengehaltes

Die Quantifizierung des Gehaltes von Prionprotein erfolgt mittels ELISA nach entspre-
chender Aufbereitung laut Roboscreen R© BetaPrion R© BSE EIA Test Kit (Roboscreen,
D-04129 Leipzig).
Da das pathologische Gehirngewebe nur in sehr geringen Mengen zur Verfügung steht,
wird das Protokoll des BSE-Tests in den Punkten modifiziert, wo nur Aliquote der Probe
weiterverwendet werden. Weiterhin wird die Abfolge des Protokolls für die Zerschäumung
unterbrochen, denn das Hirn wird nach der Homogenisierung geschäumt und erst die re-
sultierenden Proben werden laut Protokoll des Testkits weiter untersucht. Zudem muss
bei den (abgereicherten) Proben aus dem Sumpf ein größeres Volumen bezüglich des ent-
haltenen PrPSc untersucht werden, um O.D.-Werte im linearen Messbereich zu erhalten.

Der chronologische Ablauf des Tests mit den notwendigen Modifikationen wird nachfol-
gend beschrieben. Die notwendigen Reagenzien stammen aus dem Roboscreen R©
BetaPrion R© BSE EIA Test Kit. Die Herstellung der frisch anzusetzenden Lösungen ent-
spricht den Vorschriften dieses Kits.
Bei Untersuchungen des PrPC-Gehaltes in BSE-negativem Rinderhirn unterbleiben die
Verdauung mit PK sowie die Fällung.

2.4.1. Vorbereitung der Proben: Verdauung

1. Präzipitationslösung (Fällungslösung) für mindestens 60 min auf 4 bis 8 ◦C kühlen.
2. 350 ± 50 mg der Gehirnprobe in das Homogenisierungsröhrchen (ribulicing tube)

geben und zweimal 45 s bei max. Geschwindigkeit im Ribolycer homogenisieren.
3. Das so gewonnene Hirnhomogenat zur Gewinnung der Eichgeraden bzw. zur Beimp-

fung der Vorlage für die Zerschäumung einsetzen.
4. Zerschäumung
5. Die Proben für die Eichreihen resp. die Proben aus der Zerschäumung (unterschied-

liche Volumina) in 2 mL Reaktionsröhrchen geben. Bei Volumina größer 900 µL
wird die Probe auf mehrere Röhrchen verteilt.

6. 100 µL der rekonstituierten PK-Lösung hinzugeben und durch zweimaliges Mischen
am Vortex-Mischer bei max. Geschwindigkeit gründlich homogenisieren.

7. Bebrütung (Inkubation) bei 37 ± 1 ◦C für 20 min mit regelmäßigem Schütteln.
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8. Von der gekühlten Präzipitationslösung doppelt soviel Volumen zugeben wie von
der PrP-haltigen Probe eingesetzt wurde. Das Gemisch zweimal kurz auf höchster
Stufe auf dem Vortexmischer homogenisieren und 20 min bei 4 bis 8 ◦C kühlen.

9. Zentrifugation bei 16000 × g für 10 min. Den Überstand vorsichtig abgießen, die
überschüssige Flüssigkeit an einem Zellstofftuch abtupfen.

10. 50 µL Solubilisierungspuffer zu dem Pellet im Röhrchen geben und durch Ratschen
am Röhrchenständer das Pellet lösen. Bei 100 ◦C 5 min kochen mit zweimaligem
Schütteln. Die Proben dann auf Raumtemperatur abkühlen lassen.

2.4.2. ELISA-Test

1. Die nach obigem Protokoll vorbereiteten Proben mit 70 µL Verdünnungspuffer ver-
setzen und am Vortex-Mischer zweimal homogenisieren.

2. Die Proben in den Röhrchen, nach kurzer Zentrifugation (um alle Flüssigkeit un-
ten im Röhrchen zu sammeln), vollständig in die einzelnen Kavitäten des ELISA-
Streifens übertragen.

3. Der ELISA-Streifen wird mit Versiegelungsband verschlossen und 60 min bei
37 ± 1 ◦C bebrütet.

4. Nach Entfernung des Versiegelungsbandes wird der ELISA-Streifen 3 mal mit 200 µL
verdünntem Waschpuffer gewaschen.

5. Jeweils 100 µL HRP-Konjugat-Lösung in jede Vertiefung des ELISA-Streifens pi-
pettieren, wieder versiegeln und 60 min bei 4 bis 8 ◦C kühl stellen.

6. Versiegelung entfernen und fünfmal mit 200 µL verdünntem Waschpuffer waschen.
7. 100 µL Färbereagenz in jede Vertiefung des ELISA-Streifens pipettieren und 15 min

im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren, ohne zuvor die Versiegelung ange-
bracht zu haben.

8. Beenden der enzymatischen Reaktion durch Zugabe von 150 µL Stopp-Reagenz.
9. Erfassung der O.D.-Werte bei 450 nm und 620 nm im Microplatten-Lesegerät.

2.4.3. Quantifizierung des Priongehaltes

Die Bestimmung der Gehalte an PrP erfolgt durch photometrische Messung der Pro-
ben nach dem ELISA. Der sekundäre Antikörper des Sandwich-ELISA ist an das Enzym
Meerettichperoxidase gebunden, das den Umsatz eines farblosen Agens in eine farbige
Verbindung katalysiert. Die Menge an entstandenem Farbstoff, die zu der Menge an vor-
handenem PrP proportional ist, wird photometrisch durch die Messung der Extinktion
bestimmt. Die Quantifizierung (halbquantitativ) wird mit Hilfe von Kalibrierkurven vor-
genommen. Diese Kurven werden gemessen und der lineare Messbereich festgestellt. Zur
Quantifizierung werden O.D.-Werte zwischen 0,05 und 1 verwendet. Diese liegen eindeutig
sowohl im linearen Messbereich des Photometers als auch des ELISA.
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Da die gesamte Prozedur der Verdauung und des ELISA mehrere Stunden dauert und die
relevanten Faktoren wie Zeit, Temperatur, Konzentrationen etc. nicht bei allen einzelnen
Untersuchungen völlig konstant sind, werden bei jedem einzelnen ELISA Kalibrierpunkte
mitgeführt. Dies ist für die Quantifizierung notwendig, denn unter den ganannten Be-
dingungen können nur O.D.-Werte derselben ELISA-Untersuchung aufeinander bezogen
werden.

Eine entscheidende Voraussetzung für die Quantifizierung des PrPSc ist eine weitgehende
Unempfindlichkeit des Ergebnisses der Verdauung gegenüber dem Mengenverhältnis von
PrPC , PrPSc und Begleitmaterial der Matrix sowie zugesetzter Proteinase K-Menge. Denn
verschiedene PrPSc-haltige Proben aus der Zerschäumung weisen unterschiedliche Men-
gen und Mengenvehältnisse des PK-stabilen zum normalen, zellulären Prionprotein sowie
zu Zellbestandteilen auf. Zur Verdauung werden aber konstante Mengen an Proteinase K
zugegeben.
Dieser Einfluss der Zusammensetzung der Probe und der zugegebenen Menge an Protein-
ase K wird daher vorab überprüft. Es zeigt sich, dass weder die in der Arbeit auftretenden
Schwankungen in der Menge des zugegebenen PK noch die Dauer der Verdauung oder die
Zusammensetzung der Proben einen messbaren Einfluss auf den O.D.-Wert ausüben.

2.4.4. Bewertung der TSE-Infektiosität nach Roboscreen R© BetaPrion R© BSE
EIA Test Kit

Der Grenzwert für die Beurteilung der Infektiosität der als negativ oder positiv zu beur-
teilenden Proben liegt bei einem O.D.-Wert von 0,2.
Proben mit einem O.D.-Wert von weniger als 0,2 sind als negativ einzustufen.
Proben, deren O.D.-Wert größer als 0,2 ist, werden zunächst als infektiös angenommen
und müssen im Rahmen eines Doppeltests genauer untersucht werden. Resultiert aus die-
sem Test mindestens ein O.D.-Wert über 0,2, so ist die Probe als infektiös einzustufen.
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IV. Ergebnisse

Im Vordergrund stehen in dieser Arbeit die Resultate aus der Zerschäumung von patho-
logischem Prionprotein. Die Anreicherung dieses Erregers der Transmissiblen Spongiofor-
men Enzephalopathien war das Ziel der Experimente. Im Rahmen von Voruntersuchungen
bzw. zur Ermöglichung einer genaueren Interpretation der Ergebnisse der Anreicherung
von PrPSc waren weitere unterschiedliche Untersuchungen mit verschiedenen Substanzen
notwendig. Neben dem pathologischen Prionprotein (PrPSc) aus dem Stammhirn BSE-
erkrankter Rinder wurde mit Prionprotein (PrPC) aus gesundem Rinderhirn sowie mit
rekombinantem Prionprotein (rec. PrP) gearbeitet. Die Resultate der Arbeitwerden im
Ergebnisteil nur aufgelistet, sofern die Ergebnisse in konkreten Zahlenwerten bestehen;
Beobachtungen, die nicht quantifizierbar jedoch von Interesse sind, werden in der Diskus-
sion an entsprechender Stelle aufgezeigt.
Die Tabellen der Messwerte, die den Diagrammen im Ergebnisteil zugrunde liegen, sind
im Anhang (ab Seite 115) abgedruckt.

1. Proteinseparation durch Zerschäumung

Neben der Anreicherung kann durch die Zerschäumung in vielen Fällen auch eine Se-
paration, also eine selektive Anreicherung einzelner Proteine, erzielt werden. Um dies
im Falle von Hirnhomogenat zu überprüfen, wird BSE-negatives Stammhirnhomogenat
zerschäumt. Die einzelnen Spumatfraktionen sowie die Vorlage werden elektrophoretisch
aufgetrennt und einander gegenübergestellt.
Als Vorlage werden 15 mL PBS mit 333 mg/L SDS, 1 mg BSA und 20 µL Homogenat
aus gesundem Rinderstammhirn versetzt. Diese Lösung wird zunächst 20 min stationär
geschäumt, d.h. bei konstanter Höhe der Schaumsäule, ohne Spumat abzunehmen. Dann
werden sukzessiv Spumatproben von etwa 200 µL entnommen. Zwischen den einzelnen
Entnahmen von Spumat bleibt die Schaumsäule durch entsprechende Regulation des Gas-
volumenstromes aufrecht erhalten, sie kollabiert nicht.
Bei der Aufarbeitung der Proben für die Elektrophorese werden diese vor dem Erhitzen
(5 min, 100 ◦C) mit Probenpuffer verdünnt. Die Spumatproben werden auf 1/20 verdünnt,
die Proben der Vorlage bzw. des Sumpfes auf 1/5 und der Größenmarker (GM) auf 1/3.
Auf das PA-Gel werden von den aufbereiteten Proben je Slot jeweils 20 µL gegeben, vom
Größenmarker 7 µL.

71



Kapitel IV. Ergebnisse 1. Proteinseparation durch Zerschäumung

Der Größenmarker beinhaltet Proteine der Molekülmassen 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75,
100, 150 und 250 kDa. Das resultierende Elektropherogramm der Spumatfraktionen ist
in Abbildung IV.1 gezeigt; das der einzelnen Vorlagen aus dem Sumpf in Abbildung IV.2
(Seite 73).

Abbildung IV.1.: Elektropherogramm der sukzessiv entnommenen Spumatfraktionen (S1–6) aus
der Zerschäumung von BSE-negativem, mit BSA dotiertem, Stammhirnhomogenat. Ganz rechts
die Bahn des Größenmarkers.

Bei den Spumatfraktionen 1–6 (S1–S6) in Abbildung IV.1 ist deutlich zu erkennen, dass
bei Proteinen mit einer Molekülmasse kleiner etwa 60 kDa die intensivsten Banden in den
Spumatfraktionen 2, 3 und 4 auftreten. Das bedeutet, dass nicht nur die Anreicherung
dieser Proteine stark steigt, sondern auch deren absolute Konzentration im Spumat, ob-
wohl die Spumatfraktionen aus einer mehr und mehr abgereicherten Vorlage geschäumt
werden.
Bei den Proteinen kleiner 60 kDa treten leichte Verschiebungen bei der Anreicherung ver-
schiedener Proteingruppen auf. Die Proteine mit etwa 13 kDa sind in S3 und S4 in der
höchsten Konzentration vorhanden. Größere Proteine, ab etwa 60 kDa, hingegen reichern
sich in den späteren Spumatfraktionen wesentlich stärker an als in den früheren. Die in-
tensive Bande bei 66 kDa stammt von BSA und ist in Spumatfraktion S6 am stärksten
angereichert.
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Vergleicht man z.B. die Banden mit ca. 23 kDa mit der des BSA, kann man deutlich
erkennen, dass das Protein mit 23 kDa von S3 nach S6 in immer geringerer Menge im
Spumat ist, das BSA hingegen in steigender Menge.

Abbildung IV.2.: Elektropherogramm von sukzessiv entnommenen Proben aus dem Sumpf (Vor-
lagen für die Spumatfraktionen S1–S6) aus der Zerschäumung von BSE-negativem, mit BSA
dotiertem Stammhirnhomogenat. Ganz rechts die Bahn des Größenmarkers.

Proteine, die größer sind als etwa 40 kDa, sind im Elektropherogramm in Abbildung IV.2
schon ab der Vorlage für das zweite Spumat nicht mehr zu erkennen. Bei den größeren
Proteinen kann in der Vorlage eine Abreicherung nicht deutlich erkannt werden. Eine
Ausnahme stellt das BSA (dicke Bande, 66 kDa) dar. Dieses zeigt nach der Entnahme
einiger Spumate v.a. in der Vorlage für S7 eine deutlich schwächere Bande.
Kleinere Proteine bis etwa 60 kDa liegen in den Spumatfraktionen 2, 3 und 4 in der
höchsten Konzentration vor, größere hingegen in später entnommenen Spumatfraktionen.
Das bedeutet für die Vorlage, dass hier vorrangig die kleinen Proteine, dann die größeren
abgereichert werden. Bei den Elektropherogrammen der Vorlagen ist dies nur für das
BSA deutlich ersichtlich, weil die Mengen durch die Abreicherung von jeder Vorlage zur
nächsten rasch sinken.
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2. Zerschäumung von rekombinantem PrP in
Magermilch

Aufgrund der stark begrenzten Verfügbarkeit von PrPSc werden einige Zerschäumungen
zur Vorbereitung mit rekombinantem PrP (rPrP) in verdünnter Magermilch durchgeführt.
Als Lösungsmittel dient ein Gemisch aus 3

4
destilliertem Wasser mit 1

4
Magermilch.

2.1. Zerschäumung von rPrP in Magermilch mit Tween 20, SDS
und BSA

Zur Zerschäumung von rekombinantem PrP aus verdünnter Magermilch wird als Schäu-
mungshilfsmittel bovines Serumalbumin (BSA) (2 mg/mL) bzw. SDS (16 µg/mL) bzw.
Tween 20 (400 µg/mL) zugesetzt. Die Spumate werden jeweils nach einer Stunde statio-
nären Schäumens entnommen. Die O.D.-Werte als Maß für das enthaltene rekombinante
PrP in Vorlagen und Spumaten sind in Abbildung IV.3 dargestellt.

Mit den Schäumungshilfsmitteln Tween 20 und BSA wird keine Anreicherung erzielt. Bei
der Schäumung mit SDS hingegen kann eine Anreicherung beobachtet werden. Die Struk-
tur des Schaums hat bei dem Einsatz von SDS als Schäumungshilfsmittel deutlich Tendenz
zur Bildung von Polyederschaum. Mit BSA und Tween 20 ist der Schaum durchgehend
sehr feucht und oben an der Schaumsäule liegt Kugelschaum vor.

Abbildung IV.3.: Zerschäumung von rekombinantem PrPC in verdünnter Magermilch mit
Tween 20, SDS und BSA. Auf der Ordinate sind die O.D.-Werte entsprechend den Gehalten
an rPrP aufgetragen.
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2.2. Zerschäumung mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Tensides

Zerschäumungen mit verschieden hohen Konzentrationen von SDS zeigen, dass steigende
Mengen an SDS die Anreicherung im Schaum verringern.
Als Vorlage wird jeweils verdünnte Magermilch mit 3,3 mg/L, 10 mg/L bzw. 30 mg/L
SDS versetzt und eine Ausgangskonzentration von 4 ng/L rPrP eingestellt. Von diesem
Gemisch werden je 20 mL zerschäumt. Abbildung IV.4 zeigt die durch die Zerschäumung
erzielten Konzentrationen von rekombinantem PrP.

Beim Vergleich der Anreicherungsfaktoren für das rekombinante PrPC bei verschiede-
nen SDS-Konzentrationen ist ein Absinken der gemessenen rPrP-Konzentration in den
Spumaten mit steigender SDS-Konzentration ersichtlich. Die Zugabe von SDS als Schäu-
mungshilfsmittel wirkt sich ungünstig auf die messbare Anreicherung des Prionproteins
aus.

Abbildung IV.4.: Zerschäumung von rekombinantem PrPC in verdünnter Magermilch (MMG)
mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen. Auf der Abszisse sind jeweils Vorlagen und Spumate
bei der Zerschäumung mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen aufgetragen, auf der Ordinate
die Konzentrationen von rPrP.
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3. Zentrifugation von pathologischem Hirnhomogenat

Zentrifugation bei 1000 × g
Zur Betrachtung des Verhaltens einer verdünnten Hirnhomogenat-Lösung im Schwerefeld
wird eine Zentrifugation durchgeführt. 1950 µL PBS werden mit 50 µL nativem Hirnho-
mogenat versetzt und homogenisiert. In einem Reaktionsgefäß wird zunächst eine Minute
bei 1000 × g zentrifugiert. Daraus werden eine Probe (100 µL) aus dem Überstand und
das Pellet1 in 100 µL der Lösung entnommen. Nach zwei und fünf Minuten Zentrifugation
desselben Reaktionsgefäßes werden jeweils Proben nach dem gleichen Muster gewonnen.
Der Gehalt an PrPSc wird mittels ELISA ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung
IV.5 dargestellt.

Abbildung IV.5.: O.D.-Werte (entsprechend dem Gehalt an PrPSc) bei der Zentrifugation ver-
dünnten Hirnhomogenates. Die blauen Balken stellen die PrPSc-Konzentration in der Vorla-
ge bzw. im Überstand dar. Der Überstand aus einer Zentrifugation ist jeweils die Vorlage für
die jeweils nächste Zentrifugation. Rechts neben Überstand bzw. Vorlage ist jeweils die PrPSc-
Konzentration im Pellet dargestellt (orange Balken).

In den Vorlagen bzw. Überständen nimmt die Konzentration an PrPSc bei jedem Zen-
trifugationsschritt ab. Im Pellet kommt es nach einer Minute zu einer deutlich stärkeren
Anreicherung als bei den folgenden Zentrifugationen. Bei jedem der Zentrifugationsschrit-
te kommt es zu einer Verringerung der Menge des PrPSc im Überstand und zu einer
Anreicherung im Pellet (Abbildung IV.5).

1 Sediment, Zentrifugat
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Zentrifugation bei 20000 × g

360 µL PBS werden mit 40 µL nativem Hirnhomogenat versetzt und homogenisiert. Nach
einer Zentrifugation über 60 Minuten bei 20000 × g werden jeweils 100 µL oben am
Flüssigkeitsspiegel, in der Mitte der Flüssigkeitssäule sowie unten das Pellet entnommen.
Die Proben werden verdaut und der Gehalt an PrPSc im ELISA ermittelt.

Wie Tabelle IV.1 zeigt, ist das gesamte PrPSc aus der Vorlage im Pellet sedimentiert. In
den Proben aus dem Überstand kann kein PrPSc detektiert werden.

Tabelle IV.1.: O.D.-Werte (entsprechend dem Gehalt an PrPSc) von Proben aus der Zentri-
fugation von verdünntem Hirnhomogenat bei 20000 × g über 60 Minuten. Die Probeentnahme
erfolgt ganz oben im Überstand, in der Mitte der Flüssigkeitssäule sowie ganz unten im Röhrchen
(Pellet).

Probenahme O.D.-Wert
oben 0,018 (n.n.)
Mitte 0,018 (n.n.)
Pellet 1,705

4. Einfluss von Ultraschall und SDS auf den Nachweis
von PrPSc

Da SDS als Schäumungshilfsmittel eingesetzt wird, ist es wichtig, den Effekt dieses Tensi-
des auf die PrPSc-Quantifizierung mittels ELISA zu überprüfen. Weiterhin wird der Effekt
von Ultraschall auf pathologisches Hirnhomogenat vor der Zerschäumung getestet, dieser
könnte die Anreicherung begünstigen. Riesner [Riesner 2001a] beschreibt, dass eine Ul-
traschallbehandlung unter Anwesenheit von SDS zu einer Zerteilung von PrPSc-Assoziaten
führt.
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4.1. PK-verdautes Hirnhomogenat

Aus einem Pool von 85 µL verdautem, mit 1 mL PBS versetztem Hirnhomogenat werden
jeweils 100 µL Probevolumen nach unterschiedlicher Behandlung untersucht. Überprüft
werden die Auswirkungen einer 15-minütigen Ultraschallbehandlung (im Ultraschallbad),
einer Zugabe von etwa 100 mg SDS/L (Konzentration wie bei der Zerschäumung) und
einer Kombination der beiden Maßnahmen. Die resultierenden O.D.-Werte als Maß für
den PrPSc-Gehalt zeigt Abbildung IV.6.

Die absoluten Werte der verschieden behandelten Proben unterscheiden sich nur margi-
nal.SDS führt zu einer Verringerung des gemessenen O.D.-Wertes gegenüber der Analyse
ohne dieses Tensid. Ultrabeschallung erhöht das Signal des PrP geringfügig, jedoch zu
wenig, als dass es zur deutlichen Erhöhung der Empfindlichkeit des Nachweises eingesetzt
werden könnte.

Abbildung IV.6.: O.D.-Werte (entsprechend der Konzentrationen an PrPSc) von identischen
Mengen an verdautem PrPSc, das vor der Untersuchung mittels ELISA A) nicht weiter behandelt,
B) mit SDS versetzt, C) mit Ultraschall behandelt oder D) mit SDS versetzt und mit Ultraschall
behandelt wurde.
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4.2. Natives Hirnhomogenat

Die Einflüsse von SDS und Ultraschall auf unverdautes PrPSc bzw. auf den Nachweis von
PrPSc mittels ELISA werden überprüft. In einer 1/20 Verdünnung von nativem Hirnho-
mogenat in PBS wird das PrPSc zum einen ohne weiteres quantifiziert, weitere Proben
werden mit 500 mg/L SDS versetzt und untersucht sowie, nach Ultrabeschallung, bzgl. des
PrPSc-Gehaltes überprüft. Zum anderen wird das native Hirnhomogenat mit 500 mg/L
SDS versetzt, mit Ultraschall behandelt und untersucht.

Die Zugabe von SDS zu verdünntem nativen Hirnhomogenat führt zu einer Verringerung
des Signals nach dem ELISA. Ultraschallbehandlung hingegen erhöht das Signal wesent-
lich. Wird Hirnhomogenat mit SDS versetzt und mit Ultraschall behandelt, so überwiegt
die Wirkung des SDS (siehe Abbildung IV.7).

Abbildung IV.7.: O.D.-Werte von identischen Mengen an unverdautem PrPSc, das vor der
Untersuchung mittels ELISA A) nicht weiter behandelt, B) mit SDS versetzt, C) mit Ultraschall
behandelt oder D) mit SDS versetzt und mit Ultraschall behandelt wurde.
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5. Zerschäumung von rekombinantem PrPC

Neben dem Anreicherungsverhalten von PrPSc aus Hirnhomogenat wird auch das Verhal-
ten von zellulärem Prionprotein (in Form von rekombinantem PrPC) bei der Zerschäu-
mung untersucht. Rekombinantes PrPC (lyophilisiert) wird aus 20 mL Vorlage geschäumt,
die aus PBS mit 83 µg/mL SDS und 0,2 ng rec. PrPC/mL besteht. Nachdem sich die
Schaumsäule langsam aufgebaut hat, wird sofort eine Schaumprobe entnommen, weitere
nach je etwa 30 min. Dazwischen wird bei konstanter Schaumsäulenhöhe geschäumt. Das
entnommene Spumatvolumen beträgt jeweils etwa 150 µL.

Abbildung IV.8verdeutlicht, dass die O.D.-Werte in der ersten Spumatfraktion am größ-
ten, in den nachfolgenden hingegen deutlich geringer sind. Die Konzentration an rekombi-
nantem PrPC ist folglich am höchsten in der ersten Spumatfraktion, die unmittelbar nach
dem Erreichen der maximalen Schaumsäulenhöhe entnommen wird. Mit der sinkenden
PrPC-Konzentration in der Vorlage sinken in den weiteren Spumatfraktionen auch die
Mengen des angereicherten Prionproteins.

Abbildung IV.8.: O.D.-Werte (entsprechend der PrPC-Konzentration) vier aufeinander fol-
gender Spumate bei der Zerschäumung von rekombinantem PrPC in PBS mit SDS als Schäu-
mungshilfsmittel. Das erste Spumat wird sofort nach dem Schaumsäulenaufbau entnommen, die
weiteren Spumatfraktionen jeweils nach 30 min Schäumen bei konstanter Schaumsäulenhöhe.
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6. Zerschäumung von verdautem und unverdautem
Hirnhomogenat

Um die Anreicherbarkeit von pathologischem Prionprotein in der unverdauten, nativen
Form (PrPSc (33–35 kDa) mit der verdauten (PrP27−30) zu vergleichen, wird zum einen
natives pathologisches Hirnhomogenat zerschäumt, zum anderen, unter gleichen Bedin-
gungen, bereits verdautes Hirnhomogenat.

6.1. Verdautes Hirnhomogenat

Natives Hirnhomogenat wird entsprechend dem Protokoll im Roboscreen Test Kit verdaut.
Das gewonnene Pellet wird im gleichen Volumen gelöst, das zuvor an nativem Hirnhomo-
genat eingesetzt wurde.
150 µL PK-verdautes Hirnhomogenat werden in 15 mL PBS mit 83 mg/L SDS homo-
genisiert und geschäumt. Die Zerschäumungsdauer zwischen Entnahme der Proben aus
der Vorlage und der des Spumates beträgt jeweils 20–30 min, die Schaumsäule kollabiert
zwischen den einzelnen Spumat- bzw. Sumpfentnahmen. Es werden jeweils 200 µL Spu-
mat abgenommen. Zur Analyse werden von der Vorlage und von den Spumaten 200 µL
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung IV.9.

Diese Abbildung zeigt, dass bei der Zerschäumung von verdautem Hirnhomogenat eine
sehr geringe Anreicherung von PrPSc im Spumat und eine minimale Abreicherung in der
Vorlage auftritt.

Abbildung IV.9.: O.D.-Werte (entsprechend den PrPSc-Gehalten) von Vorlagen („V“, blaue
Säulen) und Spumaten („S“, orange Säulen) aus der Zerschäumung von verdautem Hirnhomoge-
nat bei sukzessiver Probenahme nach jeweils ca. 25 min Schäumens.
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6.2. Unverdautes (natives) Hirnhomogenat

150 µL natives Hirnhomogenat werden in 15 mL PBS mit 83 mg/L SDS homogenisiert
und geschäumt. Die Zerschäumungsdauer zwischen der Entnahme der Proben aus der
Vorlage und des Spumates beträgt jeweils 20–30 min. Die Schaumsäule kollabiert zwischen
den einzelnen Entnahmen von Spumat und Vorlage . Es werden jeweils etwas über 200
µL Spumat abgenommen. Zur Quantifizierung des PrPSc-Gehaltes mittels ELISA werden
sowohl aus dem Sumpf (von der Vorlage) als auch von den einzelnen Spumatfraktionen 200
µL der jeweiligen Probe eingesetzt. Resultate dieser Zerschäumung zeigt Abbildung IV.10.

Bei dieser Zerschäumung von unverdautem Hirnhomogenat kommt es zu einer starken
Anreicherung des PrPSc. Bereits die erste Spumatfraktion weist einen deutlich höheren
PrPSc-Gehalt auf als die erste Vorlage. In den weiteren Spumatfraktionen wird eine noch
wesentlich höhere Menge an PrPSc gemessen, trotz Abnahme der Konzentration von PrPSc

in der Vorlage. Das heißt, dass sowohl der Anreicherungsfaktor als auch die absolute Kon-
zentration von pathologischem Prionprotein in den späteren Spumatfraktionen deutlich
höher ist als in der ersten (S1).

Abbildung IV.10.: O.D.-Werte (entsprechend den PrPSc-Gehalten) von Vorlagen („V“, blaue
Säulen) und Spumaten („S“, orange Säulen) aus der Zerschäumung von unverdautem Hirnhomo-
genat bei sukzessiver Probenahme nach jeweils ca. 25 min Schäumens.
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In den beiden Abbildungen IV.9 und IV.10 (auf den Seiten 81 und 82) in diesem Abschnitt
liegen die O.D.-Werte der Proben aus dem Sumpf z.T. knapp unterhalb des als untere
Messgrenze festgelegten Wertes von 0,05. Dies ist vertretbar, da der ermittelte lineare
Messbereich für das PrPSc diese Werte noch einschließt. Um das Anreicherungsverhalten
zu verdeutlichen, werden diese Werte im Diagramm dargestellt. Zu einer Quantifizierung
oder Berechnung einer Anreicherung werden sie nicht herangezogen.
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7. Zerschäumung von verschnittenem Hirnhomogenat

Die folgenden Diagramme (Abbildung IV.11 bis IV.14) zeigen auf, wie die Anreicherung
des PrPSc bei der Zerschäumung vom Anteil des (BSE-positiven) Hirnhomogenates an
der Vorlage abhängt.
Die Angaben der Anteile des pathologischen Hirnhomogenates (z.B. 1/97, 1/161 etc.)
benennen den volumenbezogenen Anteil des pathologischen Hirnhomogenates an der Vor-
lage. Die Gewinnung der Spumate erfolgt jeweils ca. 30 min nach Beginn des Schäumens
bzw. nach der letzten Spumatentnahme. Das Volumen der entnommenen und mittels ELI-
SA untersuchten Spumatfraktionen beträgt jeweils etwa 100 µL, die Probenvolumina aus
der Vorlage je nach PrPSc-Konzentration in dieser Vorlage zwischen 250 µL und 5,4 mL.

Die in den folgenden Diagrammen angegebenen PrPSc-Konzentrationen beziehen sich auf
das reine, unverdaute Hirnhomogenat, dem die Konzentration 1 zugeordnet wird. Eine
tatsächliche, objektive Quantifizierung des PrPSc ist nicht möglich, da das Prionprotein
nicht in reiner Form zur Verfügung steht und daher nur eine Kalibrierkurve im Bezug auf
eine selbst gewählte Probe möglich ist.

Ausgangskonzentration 1/97 natives Hirnhomogenat in PBS

Für die Zerschäumung einer Lösung mit 1/97 Hirnhomogenat in der Vorlage wird eine
Lösung aus PBS mit 230 mg/L SDS hergestellt und mit 1/97 Hirnhomogenat versetzt.
Von der Vorlage werden 12 mL zur Zerschäumung eingesetzt (Abbildung IV.11, Seite 85).

In den ersten drei Spumatfraktionen sinken die PrPSc-Konzentrationen. Beim vierten Spu-
mat wird eine höhere Konzentration im Spumat erzeugt als bei der zweiten und dritten.
Die Anreicherungsfaktoren steigen von einer Spumatfraktion zur nächsten jeweils deutlich
an.

Ausgangskonzentration 1/161 natives Hirnhomogenat in PBS

Als Lösungsmittel für die Zerschäumung von pathologischem Hirnhomogenat in der Ver-
dünnung 1/161 wird PBS mit 230 mg/L SDS verwendet, 1/161 des Vorlagevolumens
ist Hirnhomogenat. Von diesem Gemisch werden 12 mL als Vorlage zur Zerschäumung
eingesetzt.

Sowohl die gefundenen PrPSc-Konzentrationen als auch die Anreicherungsfaktoren (Ab-
bildung IV.12 auf Seite 85) steigen von einer Spumatfraktion zur jeweils 30 Minuten später
gewonnenen deutlich an.
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Abbildung IV.11.: PrPSc-Konzentrationen (bezogen auf reines Hirnhomogenat) in Vorlagen
und Spumaten bei der Zerschäumung von pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit SDS als
Schäumungshilfsmittel. 1/97 des Vorlagevolumens ist Hirnhomogenat. Der Anreicherungsfaktor
ist der Quotient aus der PrPSc-Konzentration im Spumat und der PrPSc-Konzentration in der
Vorlage.

Abbildung IV.12.: PrPSc-Konzentrationen in Spumaten und Vorlagen (bezogen auf reines
Hirnhomogenat) in Vorlagen und Spumaten bei der Zerschäumung von pathologischem Hirn-
homogenat in PBS mit SDS als Schäumungshilfsmittel. 1/161 des Vorlagevolumens ist Hirnho-
mogenat. Der Anreicherungsfaktor ist der Quotient aus der PrPSc-Konzentration im Spumat und
der PrPSc-Konzentration in der Vorlage.
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Ausgangskonzentration 1/309 natives Hirnhomogenat in PBS
Die Zerschäumung einer Vorlage mit 1/309 an PrPSc-haltigem Hirnhomogenat erfolgt
in PBS mit 230 mg/L SDS. Als Vorlagevolumen werden 25 mL eingesetzt, da für die
Quantifizierung in der Vorlage bei starker Verdünnung größere Volumina notwendig sind.

Die Anreicherungsfaktoren und die absoluten Konzentrationen steigen bei den ersten drei
Spumaten an (Abbildung IV.13).

Abbildung IV.13.: PrPSc-Konzentrationen in Spumaten und Vorlagen (bezogen auf reines
Hirnhomogenat) bei der Zerschäumung von pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit SDS als
Schäumungshilfsmittel. 1/309 des Vorlagevolumens ist Hirnhomogenat. Der Anreicherungsfaktor
ist der Quotient aus der PrPSc-Konzentration im Spumat und der PrPSc-Konzentration in der
Vorlage.

Ausgangskonzentration 1/376 natives Hirnhomogenat in PBS
Bei dieser Zerschäumung wird ein Anteil von 1/376 an nativem Hirnhomogenat in einem
Gemisch von PBS mit 2,5 mg SDS/mL hergestellt. Als Vorlage werden 15 mL von diesem
Gemisch eingesetzt und zerschäumt. Die Entnahme der Spumate erfolgt jeweils nach 30-
minütigem Schäumen. Die resultierenden PrPSc-Konzentrationen in den Vorlagen und den
Spumatfraktionen zeigt Abbildung IV.14 auf Seite 87.
Die Anreicherung im zweiten Spumat kann nicht mehr quantifiziert werden, das PrPSc im
Sumpf ist so stark abgereichert, dass eine Messung des Gehaltes nicht mehr möglich ist.
Eine mindestens erzielte Anreicherung kann beziffert werden, denn bei einen O.D.-Wert
von 0,05 (das ist die untere Grenze des für photometrische Messungen herangezogenen
linearen Messbereiches) betrüge die Anreicherung 140. Der reale ER muss höher liegen,
da der O.D.-Wert unter 0,05 liegt.
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Abbildung IV.14.: PrPSc-Konzentrationen in Spumaten und Vorlagen (bezogen auf reines
Hirnhomogenat) bei der Zerschäumung von pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit SDS als
Schäumungshilfsmittel. Die Ausgangskonzentration des Hirnhomogenates in der Vorlage beträgt
1/376. Der Anreicherungsfaktor ist der Quotient aus der PrPSc-Konzentration im Spumat und
der PrPSc-Konzentration in der Vorlage.

8. Zerschäumung von Gemischen aus Hirnhomogenat

8.1. Anreicherung bei unterschiedlichen Anteilen an
BSE-positivem Hirnhomogenat im Gehirngemisch

BSE-positives und BSE-negatives Hirnhomogenat werden mit den Anteilen 1/1, 3/4, 1/2
sowie 1/4 an BSE-positivem Gehirn gemischt. Davon werden jeweils 100 µL resp. 90 µL
(bei 1/4) in 12 mL PBS homogenisiert. Als Schäumungshilfsmittel dient SDS (13,3 mg/L).
Vor Gewinnung der Spumate wird 30 min geschäumt, es werden etwas mehr als 100
µL Spumat gewonnen. Im Diagramm IV.15 (Seite 88) sind die Anreicherungsfaktoren
für PrPSc dargestellt, die bei den unterschiedlichen Mischungsverhältnissen von BSE-
positivem zu BSE-negativem Hirnhomogenat im ersten Spumat auftreten.
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Die Anreicherung ist abhängig vom Mischungsverhältnis des gesunden mit dem patho-
logischen Gehirn. Je niedriger der Gehalt von BSE-positivem Hirnhomogenat und somit
von PrPSc im Gemisch ist, desto niedriger ist die in der ersten Spumatfraktion erzielte
Anreicherung.

Abbildung IV.15.: Anreicherungsfaktoren von PrPSc bei der Zerschäumung von gemischtem
Hirnhomogenat mit verschiedenen Anteilen BSE-positiven Hirnhomogenats. Der Anreicherungs-
faktor ist der Quotient aus der PrPSc-Konzentration im Spumat und der PrPSc-Konzentration
in der Vorlage. Dargestellt sind die ERs in der jeweils ersten Spumatfraktion. Der Quotient auf
der Abszisse (1/4, 1/2, 3/4, 1/1) gibt an, wie hoch der Anteil an BSE-positivem Hirnhomogenat
im Gemisch aus pathologischem und gesundem Hirnhomogenat ist.

8.2. Detektion von PrPSc in BSE-negativ getestetem Rinderhirn
nach Zerschäumung

BSE-positives wird mit BSE-negativem Hirnhomogenat auf eine Konzentration von 1/85
an positivem Hirnhomogenat verschnitten, so dass dieses Gemisch laut BSE-Test als BSE-
negativ einzustufen ist (O.D.-Wert unter 0,2). Dieses Gehirngemisch entspricht in der
Zusammensetzung dem Stammhirn eines Schlachtviehs, das sich bei der Schlachtung in
einer frühen Phase der Erkrankung befand.
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Zur Herstellung dieses Gemisches werden 3,995 mL negatives Hirnhomogenat mit 47 µL
stark positivem Hirnhomogenat gemischt und homogenisiert (In Abbildung IV.16 ist dies
anhand der grünen Säule „HHmix“ dargestellt). Dieses Gemisch wird mit 11,1 mL PBS
verdünnt und mit 6,7 mg SDS/L versetzt und dient so als Vorlage für die Zerschäumung.
Bei der Zerschäumung wird der Gasvolumenstrom so reguliert, dass sich die Schaumsäu-
le sehr langsam aufbaut und die erste Spumatfraktion nach ca. 20 min gewonnen wird.
Weitere Fraktionen werden jeweils nach 20 min stationären Schäumens entnommen. Die
Schaumsäule bleibt zwischen den Entnahmen der Spumatproben erhalten. Die Volumina
der Spumatproben betragen jeweils etwas über 300 µL.

Abbildung IV.16.: O.D.-Werte (entsprechend dem Gehalt an PrPSc) bei der Zerschäumung
eines Gemisches aus BSE-positivem und gesundem Hirnhomogenat. HHmix ist das verdünnte
Gemisch aus pathologischem und gesundem Gehirn; die Vorlage ist das zur Zerschäumung mit
Puffer verdünnte HHmix; S I bis S V sind die einzelnen, sukzessiv entnommenen Spumatfraktio-
nen.

Die O.D.-Werte der ersten und zweiten Fraktion (S I und S II) in Abbildung IV.16 liegen
in dem Bereich, der vom BSE-Test Kit als negativ eingestuft wird. Die folgenden drei
Spumatfraktionen S III bis S V liegen oberhalb der Grenze von 0,2, d.h. sie sind positiv
(bzw. als fragwürdig einzustufen). Die Maßgabe zur Interpretation der Ergebnisse (als
Grenzwert gilt ein O.D.-Wert von 0,2) aus dem BetaPrion R© BSE EIA Test Kit sind im
praktischen Teil beschrieben.
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8.3. Zerschäumung von Gehirn-Gemisch mit sehr geringem Anteil
an pathologischem Hirnhomogenat

Zur Herstellung eines Gehirn-Gemisches aus pathologischem und gesundem Gehirn mit
einem Anteil von 1/81 BSE-positivem Gehirn werden 60 µL BSE-positives Hirnhomoge-
nat mit 4,80 mL gesundem Hirnhomogenat gemischt und homogenisiert. 4,46 mL dieses
Gemisches werden in 10 mL PBS mit 7,6 mg SDS/L gegeben und homogenisiert.
Bei der Zerschäumung dieses Gemisches (Abbildung IV.17 werden sukzessiv nach jeweils
etwa 30 min ca. 400 µL Spumat abgenommen. Nach Verdau und Fällung der einzelnen
Spumatfraktionen wird das Pellet in 300 mL Lösungs-Puffer gelöst, davon 100 µL im
ELISA untersucht (Vorgehen entsprechend Test-Kit).
Gegenüber der Vorlage (hellblaue Säule, „Vorl.“) sind die Spumate S I bis S VIII deutlich
angereichert (Abbildung IV.17). Ab der neunten Spumatfraktion fällt der O.D.-Wert und
damit die PrPSc-Konzentration unter die der Vorlage. Die maximale Anreicherung wird
in den Spumaten S IV bis S VI erreicht.

Abbildung IV.17.: O.D.-Werte (entsprechend der Menge an PrPSc) von Vorlage und Spumat-
fraktionen aus der Zerschäumung eines Gemisches aus pathologischem und gesundem Hirnhomo-
genat mit 1/81 BSE-positivem Hirnhomogenat.
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V. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der Zerschäumungsanalyse das pathologische Prionpro-
tein (PrPSc) aus Körperflüssigkeiten und -geweben möglichst stark anzureichern, um die
Empfindlichkeit des Nachweises Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien zu erhö-
hen. Zunächst wurden hierzu Vorversuche durchgeführt, um die Zerschäumungsapparatur
so zu gestalten, dass sie den speziellen Anforderungen des Arbeitens mit infektiösen Ma-
terialien genügt. In der entsprechend konstruierten Apparatur wurde dann mit verschie-
denen Hilfsmitteln, variierten Parametern und Modifikationen zerschäumt. Die daraus ge-
wonnenen Erkenntnisse wurden zur Optimierung eines Protokolls für die Zerschäumung
verwendet, mit dem maximale Anreicherungsfaktoren des PrPSc erzielt werden können.
Nachfolgend werden sowohl die Konstruktion der Apparatur als auch die Entwicklung und
Optimierung der Arbeitsmethode beschrieben.

1. Zerschäumung von infektiösem Material

Die Zerschäumung von PrPSc bzw. von vergleichbar gefährdenden Stoffen ist bisher noch
nicht beschrieben worden. Im Hinblick auf ein sicheres Arbeiten mit dem pathologischen
Prionprotein mussten an den bislang zur Zerschäumung eingesetzten Apparaturen einige
grundlegende Veränderungen vorgenommen werden. Die Notwendigkeit für diese Verän-
derungen resultiert aus der Infektiosität und Pathogenität des anzureichernden PrPSc (im
Grundlagenteil beschrieben).
Eine Skizze der Apparatur ist im Teil Materialien abgebildet (Abbildung III.1, Seite 62),
eine fotographische Aufnahme befindet sind im Anhang (Abbildung A.1, Seite 115).

1.1. Inaktivierung des PrPSc und Reinigung der Apparatur

Aufgrund der gesundheitsgefährdenden Eigenschaften des PrPSc ist es notwendig, die
Zerschäumungsapparatur mit geeigneten Mitteln und Maßnahmen von infektiösen Verun-
reinigungen zu befreien sowie infektiöses Material zu inaktivieren.
Die gesamte Anlage wurde aus Materialien konstruiert, die autoklavierbar sind. Mit Aus-
nahme der Verschraubungen, der Dichtungen und des Septums wurde daher Glas als
Material verwendet.
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Glas, Kunststoffverschraubungen sowie die teflonbeschichteten Silikongummidichtungen
und das Septum aus Silikongummi sind gegenüber Natriumhypochlorit (NaOCl) und kon-
zentrierter Natronlauge (NaOH) genügend beständig. Diese beiden Chemikalien sind sehr
gut für die Inaktivierung von PrPSc geeignet [Hörnlimann 2001a]. Obwohl in der Lite-
ratur zumeist NaOCl als Inaktivierungsreagenz beschrieben ist, wurde in dieser Arbeit auf
das ebenso wirksame NaOH zurückgegriffen, da dieses im Gegensatz zum NaOCl keine
gesundheitsschädlichen Auswirkungen auf die Atemwege hat.
Die Zerschäumungsapparatur wurde nach jeder Zerschäumung für mindestens 18 Stunden
in ein Bad mit 4 M NaOH gegeben. Gerätschaften wie Spritzen, Kanülen und Reaktions-
gefäße o.ä. wurden vor der Entsorgung autoklaviert.
Zur thermischen Inaktivierung des PrPSc wurde eine halbstündige Autoklavierung bei
134 ◦C und 2 bar durchgeführt. Dies wurde als sicheres Verfahren beschrieben
[Oberthür 2001]. Im Falle von PrPSc-haltigen Flüssigkeiten wurde der Vorgang zur Si-
cherstellung der genügenden Erhitzung des gesamten Volumens wiederholt. Entsprechend
dem üblichen Vorgehen im BSE-Labor wurde die Flüssigkeit nach dem Abkühlen für 24
h mit der Hälfte des eigenen Volumens an 20 %-igem NaOCl versetzt.

1.2. Aerosolbildung des PrPSc

Bei der Zerschäumung könnte PrPSc ein Aerosol bilden und in die umgebende Atmosphä-
re gelangen. Der zur Generierung des Schaumes notwendige Gasstrom darf daher nicht
ungereinigt in die Atmosphäre entweichen. Deshalb wird dieser aus dem Spumatsammel-
gefäß zunächst zur Inaktivierung durch eine Gaswaschflasche mit 4 M NaOH-Lösung und
anschließend durch eine Kältefalle mit flüssigem Stickstoff (−196 ◦C) geleitet, wo mögli-
cherweise entstandene Aerosole gefrieren und ausfallen.
Weiterhin müssen die Beschickung der Zerschäumungsapparatur und die Probenahme
ohne Kontakt des infektiösen Mediums zur Umgebung erfolgen. Dazu wurde am Vorlage-
gefäß (Sumpf) ein Drehhahn aus Glas angebracht, durch den dieses mit Hilfe einer Spritze
befüllt sowie nach der Zerschäumung problemlos entleert werden kann.
Zur Entnahme der Spumatproben wurde am Spumatsammelgefäß ein Septum angebracht,
durch das mit Spritze und geeigneter Kanüle Spumat entnommen wird.
Anschaulich wird dies in der Abbildung III.1, Seite 62, und Abbildung A.1 auf Seite 115
im Anhang.

1.3. Dimensionierung der Zerschäumungsapparatur

Da das pathologische Hirnhomogenat nur in sehr geringen Mengen zur Verfügung steht,
wurde versucht, eine möglichst klein dimensionierte Apparatur zu konstruieren.
Vorversuche zeigten, dass eine stabile Schaumsäule, die gute Drainageeffekte aufweist und
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langsam kollabiert, bei der Zerschäumung von Hirnhomogenat in sehr kleinen Apparatu-
ren (Vorlagevolumen um 1 mL) nicht generiert werden kann.
Für den ELISA ist ein Volumen von etwa 100 µL notwendig. Da mehrere Spumatfrak-
tionen dieses Volumens, sowie Proben aus dem Sumpf, nacheinander entnommen werden
mussten, wurden jeweils 7 bis 15 mL verdünntes Hirnhomogenat zerschäumt.
Als optimal für die in der Laminar-Flow Sterilbank (maximal nutzbare Höhe 600 mm)
durchgeführten Zerschäumungsexperimente erwies sich eine Höhe von 500 mm für die
gesamte Zerschäumungsapparatur, wobei 100 mm auf den Vorlagebereich entfallen, die
aufgesetzte Säule 350 mm misst und der Bogen zur Überleitung in das Spumatsammel-
gefäß 50 mm hoch ist. Der Durchmesser der Glasrohre beträgt jeweils 18 mm.
Obwohl aus der Literatur Modifikationen der Zerschäumungsapparaturen bekannt sind,
die z.B. die Drainage durch den Einbau von Abschnitten mit erhöhtem Querschnitt in die
Säule verbessern und so die Anreicherung erhöhen [Sarkar 1987], wurde die Apparatur
prinzipiell möglichst einfach gestaltet.
Um mit der beschriebenen Apparatur eine gute Drainage zu erreichen, wird die Zerschäu-
mungsdauer verlängert, d.h. der Gasvolumenstrom wird so reguliert, dass ein ausreichen-
der Rücklauf im Schaum stattfinden kann. Eine genaue Beschreibung dieses Vorgehens
erfolgt in der Diskussion unter 7 (Seite 98.

2. Quelle des pathologischen Prionproteins

Als relevantes Untersuchungsmaterial kann ausschließlich Hirngewebe aus der Obexregion
des Hirnstammes BSE-erkrankter Tiere (in erster Linie von Rindern) verwendet werden,
denn nur dort ist das PrPSc in ausreichender Konzentration für Untersuchungen vor-
handen. Die vielen Begleitstoffe und die komplexe Matrix des eingesetzten Hirngewebes
beeinflussen Verlauf und Resultat der Zerschäumung massiv.
Die Konzentration des PrPSc im entnommenen Stammhirngewebe ist stark vom Individu-
um und Stadium der Erkrankung abhängig. Auch die Verteilung des PrPSc im Hirngewebe
ist inhomogen, d.h. die einzelnen Portionen der Gehirnproben eines Individuums haben
stark variierende Gehalte an PrPSc.
Trotz mehrfacher Wiederholung des Homogenisierungsvorganges („ribulizing“) sind noch
Gewebestrukturen vorhanden, die nicht zerkleinert werden können, daher ist das Hirn-
homogenat bezüglich des PrPSc-Gehaltes inhomogen. Deshalb steht keine standardisierte
Referenzprobe zur Verfügung, auf welche die Quantifizierung von PrPSc bezogen werden
könnte.
Das verwendete Hirngewebe ist nach der Homogenisierung aufgrund seiner Viskosität und
Struktur nicht ohne weiteres zerschäumbar und muss deshalb stark verdünnt werden. Die
mit einer Verdünnung verbundene Verringerung der Konzentration des PrPSc ist sinnvoll,
denn in anderen Gewebearten oder Körperflüssigkeiten liegt dieses in wesentlich geringe-
ren Konzentrationen vor als im Stammhirn. Verdünntes Hirnhomogenat dient somit als
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Modellsubstrat für die Zerschäumung und Anreicherung von PrPSc aus Medien wie Blut
oder Cerebrospinalflüssigkeit.

Obwohl seit einigen Jahren über eine Methode zur Vermehrung von PrPSc berichtet wird,
die PMCA (protein misfolding cyclic assay) [Soto 2002], kann damit gewonnenes PrPSc

derzeit noch nicht in Reinform beschafft werden. Auch diese Methode bietet daher keine
Alternative zur Verwendung von pathologischem Stammhirn erkrankter Rinder als Quelle
für das pathologische Prionprotein.

3. Lösungsmittel für die Zerschäumung

Die Verdünnung des homogenisierten Stammhirnes bzw. des rekombinanten Prionpro-
teins rPrP erfolgt mit Phosphat-gepufferter, physiologischer Kochsalzlösung (phosphate
buffered saline, PBS). Die physiologische Lösung ist den Bedingungen in Körpermedien
ähnlicher als reines Wasser, in dem, bei empfindlichen Proteinen, Veränderungen auftreten
können. Außerdem stellt das Zerschäumen in diesem gepufferten System einen konstanten
pH-Wert sicher.

4. Generieren des Schaumes

Stickstoff als Zerschäumungsgas
Für die Generierung des Schaumes wird bei allen Zerschäumungen inertes Stickstoffgas
verwendet. Chemische Veränderungen durch das Zerschäumungsgas (z.B. Oxidation durch
Luft oder O2) oder Beeinflussung des pH-Wertes (z.B. durch CO2) sind damit ausgeschlos-
sen. N2 ist außerdem wesentlich kostengünstiger als andere verwendbare Inertgase (z.B.
Helium).

Porosität der Fritte
Schaum, der mit Glasfritten der Porosität 4 generiert wird, weist das günstigste Verhalten
auf. Bei Fritten mit gröberer Porosität entstehen zu große Blasen und es kann kein stabiler
Schaum aufgebaut werden.
Mit feineren Fritten wird ein Schaum erzeugt, der sehr ungünstiges Verhalten aufweist.
Er ist so stabil, dass er kaum mehr kollabiert und die Drainage sehr langsam abläuft. Das
Ergebnis ist eine stabile Schaumsäule, die nahezu ohne Anreicherungseffekt unmittelbar
ins Spumatsammelgefäß überführt wird.
Weiterhin lassen sich feinere Fritten nach Gebrauch nicht mehr zuverlässig reinigen, da-
durch unterscheidet sich der resultierende Schaum von einer Zerschäumung zur nächsten
sehr stark.
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5. Schäumungshilfsmittel SDS

Wie unter II.2.2 Grundlagen der Zerschäumungsanalyse (ab Seite 45) beschrieben, ist
für die erfolgreiche Durchführung einer Zerschäumungsanalyse oftmals der Zusatz von
Schäumungshilfsmitteln erforderlich, wenn die anzureichernden Inhaltsstoffe in der Vor-
lage nicht oberflächenaktiv genug sind und andere Inhaltsstoffe mit Tensidwirkung in zu
geringen Mengen vorhanden sind.
Das Gehirn besteht v.a. aus Wasser, Lipiden (Cholesterin, Phospho- u. Glykolipide, wenig
Cholesterinester und Neutralfette), Eiweiß (mit relativ hohem Gehalt an freien Amino-
säuren) sowie wenig Kohlenhydraten (v.a. Glykogen) [Roche 2006]. Hirngewebeprotei-
ne sind oberflächenaktiv und ermöglichen grundsätzlich eine Schaumbildung. Durch die
notwendige Verdünnung des Hirnhomogenates sinkt jedoch die Konzentration an ober-
flächenaktiven Bestandteilen stark. Um den Aufbau einer Schaumsäule, speziell für die
Gewinnung mehrerer Spumate aus einer Vorlage zu ermöglichen, ist daher die Zugabe
eines Tensides notwendig.
Der Vergleich verschiedener Schäumungshilfsmittel erfolgt einerseits nach den Gesichts-
punkten des Schaumverhaltens (Beschaffenheit, Stabilität, Drainage) und andererseits
anhand der erzielten Anreicherung von pathologischem Prionprotein. Der Aufbau der
Schaumsäule ist entscheidend für den Erfolg der Zerschäumung. Das Schaumverhalten
kann jedoch, anders als die Anreicherung, nicht quantifiziert werden.
Wie aus Abbildung IV.3 (Seite 74) ersichtlich, führt bei der Zerschäumung von verdünn-
ter Magermilch mit rekombinantem PrP als Modellsubstrat unter Zusatz von BSA, SDS
und Tween 20, lediglich SDS zu einer Anreicherung. Weiterhin zeigt die Zerschäumung
von pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit den Tensiden CTAB, SDS und einem
Gemisch aus SDS und Tween 20, dass auch beim PrPSc die beste Anreicherung mit SDS
erzielt werden kann.
BSA und Tween 20 sowie deren Gemisch bewirken die Bildung eines sehr feuchten Schaums,
der schnell kollabiert. Der Aufbau einer Schaumsäule kann nicht erreicht werden, daher
erfolgen weder ein Rücklauf abgereicherter Flüssigkeit (Drainage) noch die Bildung von
Lamellenschaum.
Bei der Zerschäumung mit SDS hingegen treten starke Drainageeffekte auf. Im Frontbe-
reich der Schaumsäule liegt stark entwässerter Polyederschaum vor. Die Drainage zwischen
den Oberflächen der Stickstoffblasen, vor allem in den Gibbs-Kanälen, und somit das Ent-
stehen eines trockenen Schaums ist die Hauptursache für die erzielbare Anreicherung mit
SDS als Schäumungshilfsmittel.

Als weitere Ursache für die besten Resultate bei der Zerschäumung mit SDS muss auch
eine Veränderung der Struktur des PrPSc durch dieses spezielle Tensid in Erwägung ge-
zogen werden.
Tenside können bei Proteinen eine Denaturierung bewirken, und gerade die Veränderung
der Sekundär-, Tertiär- und evtl. auch Quartärstruktur sowie das Auffalten an der Pha-
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sengrenzfläche haben bei der Zerschäumung großen Einfluss auf das Schaumverhalten und
die Anreicherung der Proteine [Clarkson 1999, Kinsella 1987]. Die stark anionischen
Eigenschaften des SDS können beim PrPSc möglicherweise eine Strukturveränderung be-
wirken, die die Anreicherung im Schaum begünstigt. Suzuki [Suzuki 2002] stellte bei
Zerschäumungen eines Proteingemisches mit SDS fest, dass dieses Tensid aufgrund seiner
Wirkung auf Proteine zur selektiven Anreicherung einer Komponente führte.

5.1. SDS-Konzentration

Ein hoher SDS-Zusatz verringert einerseits die Anreicherung von PrPSc bei der Zerschäu-
mung in Magermilch (Abbildung IV.4, Seite 75) und bewirkt andererseits beim ELISA
etwas geringere O.D.-Werte (Abbildungen IV.5, Seite 76 und IV.6, Seite 78). Daher wurde
bei den Zerschäumungen in dieser Arbeit gerade genug SDS zugegeben, um die sukzessive
Gewinnung mehrerer Spumatfraktionen zu ermöglichen. Die Entnahme mehrerer Spumat-
fraktionen ist notwendig, weil hohe Anreicherungsfaktoren erst in den späteren Fraktionen
erzielt werden. Die Ursachen hierfür werden noch erörtert.
Die Beeinträchtigung des ELISA-Signales durch SDS bei den in dieser Arbeit eingesetzten
SDS-Konzentrationen im Bereich von 230 mg SDS/L ist geringfügig und wird deshalb in
der Diskussion nicht berücksichtigt.

5.1.1. Auswirkung von SDS auf die Anreicherung von PrPSc

Chang [Chang 2000] stellte bei der Zerschäumung eines Phosphates fest, dass diejeni-
ge Konzentration des Tensids für die Anreicherung am günstigsten ist, die gerade noch
eine ausreichende Schaumbildung ermöglicht. Optimale Anreicherungsfaktoren wurden
auch bei der Zerschäumung von Zinkionen mit möglichst geringem Tensidzusatz erzielt
[Konduru 1992].
Nimmt man an, dass die oberflächenaktiven Verbindungen entsprechend ihrer Affinität
zur Grenzfläche angelagert werden, wie beispielsweise bei Schnepf [Schnepf 1959] be-
schrieben, so erscheint es plausibel, dass ein Überschuss an Tensid zu einer Verdrängung
anderer anzureichernder Komponenten von der Phasengrenzfläche führt. Überschuss be-
deutet, dass mehr Tensid zugegeben wird, als zur Generierung des Schaumes notwendig
ist. Das Verhältnis der Mengen von Zielsubstanz (z.B. PrPSc) und Tensid (z.B. SDS) in
der Vorlage hat Einfluss auf das Verhältnis, in dem die Anlagerung beider Komponenten
an die Phasengrenzfläche erfolgt. Je höher der Anteil einer der Komponenten im Gemisch
ist, desto höher ist bei gleicher Affinität dessen Anteil an der Phasengrenzfläche. Gerade
bei den Tensiden, die i.d.R. eine sehr viel stärkere Affinität zur Phasengrenzfläche haben
als Proteine, wirkt sich eine erhöhte Konzentration verringernd auf den Anteil der Prote-
ine an der Grenzfläche aus.
Der Effekt steigender SDS-Konzentration in der Vorlage auf die Anreicherung im Schaum
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ist in Abbildung IV.4 auf Seite 75 zu erkennen. Die drei Vorlagen sind in der Zusam-
mensetzung, abgesehen vom variierenden Gehalt an SDS, identisch. Bei steigender SDS-
Konzentration (Variation über eine Größenordnung) sinkt der O.D.-Wert und somit die
Anreicherung im Spumat.

5.1.2. Auswirkung von SDS auf den ELISA

SDS beeinflusst auch die Quantifizierung des PrPSc mittels ELISA. Dies wurde mit patho-
logischem Hirnhomogenat unter Zusatz verschiedener Mengen an SDS untersucht. In den
Proben, die in Abbildung IV.6 (Seite 78) dargestellt sind, wurde eine SDS-Konzentration
von 230 mg SDS/L eingestellt, wie sie auch zur Zerschäumung verwendet wird. Gegenüber
der Kontrollprobe ohne Zugabe von SDS verringert sich der O.D.-Wert nur marginal.
Bei dem ELISA, der in Abbildung IV.5 (Seite 76) dargestellt ist, wurde SDS in etwa der
doppelten Konzentration (500 mg SDS/L) eingesetzt, was eine deutliche Verringerung des
Signals bewirkt.
Die Ursache für geringere Signale (O.D.-Werte) liegt in der Denaturierung des Prionpro-
teins, die bei Zusatz von hohen Mengen an SDS auftritt.

5.1.3. Wirkung des SDS auf das pathologische Prionprotein

Die Denaturierung durch das anionische SDS führt dazu, dass die Infektiosität des PrPSc

verringert wird [Hörnlimann 2001a]. Diese teilweise Inaktivierung wird allerdings erst
bei Konzentrationen um 3 % SDS erreicht.
Riesner [Riesner 2001a] beschreibt, dass das PrPSc nicht länger infektiös ist, wenn es in
eine lösliche Form gebracht wird, z.B. durch SDS.
Ob die Infektiosität bereits bei den hier eingesetzten geringen Konzentrationen des SDS
verringert wird, könnte nur durch einen Bioassay (Tierversuch) zuverlässig überprüft wer-
den. Die Tatsache, dass die ELISA-Antikörper das PrPSc binden, lässt alleine noch keine
Aussage darüber zu, ob es noch infektiös ist. Wie oben beschrieben, wird in dieser Ar-
beit eine Abhängigkeit sowohl des Signals im ELISA als auch der Anreicherung bei der
Zerschäumung von der SDS-Konzentration sichtbar. Dies belegt eine Veränderung der
Struktur des PrPSc durch das anionische SDS auch bei Konzentrationen weit unter 3 %.

5.2. SDS und Ultraschallbehandlung von PrPSc

In den Abbildungen IV.5 (Seite 76) und IV.6 (Seite 78) sind die Auswirkungen von SDS
und Ultraschall auf das Quantifizierungsergebnis von PrPSc mittels ELISA dargestellt.
Ultrabeschallung bei gleichzeitiger Anwesenheit von SDS soll eine Auflösung von PrPSc-
Assoziaten bewirken [Riesner 2001a]. Die Zerteilung großer Assoziate durch Ultraschall
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führt zu einem höheren O.D.-Wert im ELISA, SDS hingegen verringert den O.D.-Wert
(s.o.). Eine Ultraschallbehandlung vor der Zerschäumung ergibt somit keinen Sinn, da
das Schäumungshilfsmittel SDS im Zusammenwirken mit dem Ultraschall das Signal im
ELISA verringert.

6. Zentrifugationsverhalten von PrPSc

Hirnhomogenat wurde in dieser Arbeit aus zwei Gründen zentrifugiert: zum einen, um
Aufschluss über den Aggregations- bzw. Assoziationszustand des PrPSc zu gewinnen, zum
anderen, um PrPSc vom begleitenden Hirnmaterial zu trennen.
Das als Modell für die Anreicherung von PrPSc aus begleitstoffarmem Liquor cerebrospi-
nalis dienende pathologische Hirnhomogenat sollte weitgehend von Matrixbestandteilen
befreit werden, denn diese beeinträchtigen die Effektivität der Zerschäumung stark.
Wie aus Abbildung IV.5 (Seite 76) und Tabelle IV.1 (Seite 77) ersichtlich ist, befindet
sich das PrPSc nach der Zentrifugation stets im Sediment (Zentrifugat). Die Abreicherung
im Überstand nimmt nach jedem Zentrifugationsvorgang zu (siehe Abbildung IV.5, Sei-
te 76). Der überwiegende Anteil des PrPSc sedimentiert zusammen mit den partikulären
Bestandteilen des Hirnhomogenates, d.h. unter den angewandten Zentrifugationsbedin-
gungen kann das PrPSc nicht von den Begleitstoffen aus dem Hirnhomogenat getrennt
werden.
Das Sedimentationsverhalten bei der Zentrifugation zeigt weiterhin, dass das pathologi-
sche PrPSc entweder an Fragmente oder Komponenten des Hirngewebes aggregiert ist
oder in einer assoziierten Form vorliegt. Es kann ausgeschlosssen werden, dass das patho-
logische Prionprotein monomer gelöst ist.

7. Stationäre Zerschäumung

Für die Zerschäumung von pathologischem Hirnhomogenat zur Anreicherung des PrPSc

erwies es sich als günstig, nach dem Aufbau der Schaumsäule eine definierte Zeit bei
konstanter Schaumsäulenhöhe zu zerschäumen („stationäre Zerschäumung“). Dazu wird
zunächst der Gasvolumenstrom so geregelt, dass sich langsam eine Schaumsäule bis zu
der Biegung des Zerschäumungsrohres aufbaut (siehe Abbildung III.1, Seite 62). Dann
wird der Gasstrom reduziert, so dass die Schaumsäule bei dieser Höhe stehen bleibt. Die-
ser Zustand, in dem ein Gleichgewicht zwischen Kollabieren und Schaumbildung besteht,
wird über eine definierte Zeitspanne aufrecht erhalten. Der Aufbau der Schaumsäule und
die stationäre Schäumung zusammen werden etwa 20 min lang durchgeführt. Nach dieser
Zerschäumungsdauer wird der Gasvolumenstrom erhöht und Schaum in das Spumatsam-
melgefäß überführt.
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Vor allem im Bezug auf die Reproduzierbarkeit des Zerschäumungsverlaufes ist die sta-
tionäre Zerschäumung günstig, weil die Höhe der Schaumsäule ein gut durch den Volu-
menstrom regulierbarer und konstant haltbarer Parameter ist. Versuche, bei einzelnen
Zerschäumungen mit gleichem, konstantem Volumenstrom zu arbeiten, führten zu sehr
unterschiedlichen Zeitspannen, bis eine Schaumsäule aufgebaut wurde und Spumat ge-
sammelt werden konnte, was nicht zu reproduzierbaren Ergebnissen führt. Dies ist auf
die Inhomogenität des Substrates, die Veränderung der Fritte sowie auf weitere Parame-
ter zurückzuführen, wie z.B. die Temperatur, die nicht konstant gehalten werden können.
Wie Bartsch [Bartsch 1926] beschrieb, sind Schaumsysteme einer Vielzahl von Einflüs-
sen gegenüber sehr empfindlich, u.a. der Temperatur.

Neben dem eben beschriebenen praktischen Vorteil sollte die stationäre Zerschäumung
auch eine Verbesserung der Anreicherung bewirken. Der Rückfluss abgereicherter Flüs-
sigkeit sowie Koaleszenz und Kollabieren des Schaumes an der Schaumsäulenfront stellen
die maßgeblichen Voraussetzungen für eine hohe Anreicherung im Schaum dar. Diese drei
Vorgänge erfolgen beim stationären Schäumen verstärkt.
Stationäres Schäumen führt zu einem erhöhten Transport von Phasengrenzfläche, so dass
sich eine Komponente mit stärkerer Affinität zur hydrophoben Phasengrenzfläche an der
Front der Schaumsäule mit fortschreitender Zerschäumungsdauer stärker anreichern kann,
als wenn die Schaumsäule nur aufgebaut und dann sofort Spumat abgenommen wird. Denn
angereichertes Fluid (Kollabat) fließt in den Schaum zurück und tritt in Wechselwirkung
mit der bereits angereicherten Phasengrenzfläche. So stellt sich an der Phasengrenzflä-
che ein neues Gleichgewicht zwischen den angereicherten Substanzen ein, das zu Gunsten
der Komponente mit der höheren Affinität, die im Rücklauf schon stärker angereichert
vorliegt, verschoben ist. Die stationäre Zerschäumung sollte daher auch zu einem verbes-
serten Separationseffekt beitragen.

Die Zerschäumung führt bei vielen Proteinen zu einer Denaturierung an der Phasen-
grenzfläche, was die Affinität des Proteins zur Phasengrenzfläche noch steigern kann
[Kinsella 1987]. Auch dies könnte beim stationären Schäumen die Anreicherung verstär-
ken, vergleichbar einer Rückführung des Spumates in die Zerschäumung (Zerschäumung
im Kreislauf).

Diese theoretisch betrachteten Effekte der verbesserten Anreicherung und Separation
durch stationäre Zerschäumung konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht de-
tailliert untersucht werden. Bei Hirnhomogenat kann, aufgrund der komplexen Matrix,
keine eindeutige Erkenntnis zum Verhalten der Anreicherungsfaktoren des PrPSc gewon-
nen werden. Dies müsste anhand der Zerschäumung einer Modellösung mit nur wenigen
Komponenten detailliert überprüft werden.
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8. Proteaseaktivität und Verdauungsstabilität von
PrPSc

Als selektiver Schritt für die Unterscheidung des pathologischen vom zellulären Prion-
protein wird eine Verdauung mit Proteinase K durchgeführt. Neben der weitgehenden
Stabilität des pathologischen Prionproteins gegenüber einer Verdauung mit Proteinase K
[Riesner 2001b] muss auch ein völliger Abbau des zellulären PrP sichergestellt sein, da-
mit dieses im ELISA nicht an die unspezifischen Anti-PrP-Antikörper bindet und als
PrPSc quantifiziert wird.
In verschiedenen Proben aus Spumat oder Vorlage sind sehr unterschiedliche Mengen an
PrPSc sowie stark schwankende Mengen an Matrixmaterial und Proteinen enthalten. Die
zur Verdauung zugegebene Menge an Proteinase K kann nicht an die vorliegenden Gehalte
an verdaubarem Material und PrPSc angepasst werden, da diese nicht bekannt sind.
Damit die Messergebnisse aus dem ELISA Aussagekraft erhalten, dürfen die unterschied-
lichen Voraussetzungen der Probenzusammensetzung keinen Einfluss auf die Quantifizie-
rung des PrPSc ausüben. Um dies sicherzustellen wurden Proben mit konstantem PrPSc-
Gehalt aber verschiedenen Gehalten an Matrixbestandteilen hergestellt. Zu diesen wurden
variierende Mengen an Proteinase K gegeben und die Inkubationsdauer der Proteinase K
gegenüber der Anweisung des Testkits leicht verändert. Im ELISA resultierten daraus
keine unterschiedlichen O.D.-Werte. Die Stabilität von PrPSc ist folglich auch noch bei
einem stärkeren Überschuss an Proteinase K und bei verlängerter Inkubationszeit gewähr-
leistet. Zugleich erfolgt bei verringerter PK-Menge oder bei verkürzten Inkubationszeiten
sowie bei erhöhtem Anteil an Matrixmaterial der völlige Abbau des PrPC und des übrigen
Proteins der Matrix.

9. Zerschäumungsverhalten der Matrix
Hirnhomogenat

Um die Einflüsse zu ermitteln, welche die Matrix des Hirnhomogenats bei der Zerschäu-
mung ausübt, wird neben den Zerschäumungen von pathologischem Hirnhomogenat, das
dann auf den Gehalt an PrPSc untersucht wird, nach demselben Protokoll Stammhirn-
homogenat eines gesunden Rindes zerschäumt. Die Spumate und entsprechenden Proben
aus dem Sumpf wurden mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) auf ihre Prote-
inzusammensetzung hin untersucht.
Die Bestandteile des Hirnhomogenates haben starke Auswirkungen auf den Verlauf und
Erfolg der Zerschäumung. Auch die Anreicherung des pathologischen PrPSc wird durch
den Separationseffekt der Zerschäumungsanalyse auf die Matrix beeinflusst.
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Faktoren wie pH-Wert, Temperatur, Anwesenheit von Zuckern und Salzen
[Townsend 1983, DeSouza 1991], anwesende Proteine [Brown 1998, Maruyama 2000]
und andere in der Vorlage befindliche Stoffe oder Teilchen beeinflussen das Anreicherungs-
und Separationsverhalten bei der Zerschäumung.

9.1. Separation dispergierter Zellfragmente

Bei der Zerschäumung von Hirnhomogenat ist in der ersten Vorlage stets eine Trübung
zu erkennen während die Trübung der Vorlage verschwindet. Je nach Konzentration des
Hirnhomogenates sind diese unterschiedlich stark ausgeprägt. Ursächlich sind die partiku-
lären Bestandteile der Matrix. Durch die Zerschäumung werden diese in der ersten oder
den ersten beiden Spumatfraktionen angereichert, abhängig von der Menge an zugegebe-
nem Homogenat. Die partikulären Zellbestandteile, die suspendiert in einer Lösung von
Proteinen vorliegen, werden bevorzugt auch gegenüber kleinen Proteinen mit hoher Affi-
nität zur Phasengrenzfläche abgeschäumt. Wie im Elektropherogramm in Abbildung IV.1
(Seite 72) ersichtlich ist, sind in den ersten Spumatfraktionen alle Proteinkomponenten
in geringerer oder maximal gleicher Menge enthalten wie in der Vorlage. Das bedeutet,
dass zu Beginn der Zerschäumung die partikulären Komponenten im Spumat bevorzugt
angereichert, die löslichen Proteine hingegen abgereichert werden.
Die vorrangige Flotation der partikulären Zellbestandteile zeigt sich auch bei der Quan-
tifizierung des pathologischen Prionproteins durch den ELISA: in Abbildung IV.17 (Sei-
te 90), die das Ergebnis aus der Zerschäumung eines Gemisches aus pathologischem mit
viel gesundem Hirnhomogenat darstellt, wird die maximale PrPSc-Konzentration erst in
späteren Spumatfraktion erreicht als bei der Zerschäumung von unverschnittenem patho-
logischem Hirnhomogenat. Die Konsequenz aus einem sehr hohen Anteil an dispergierten
Zellfragmenten (durch die Zugabe einer sehr großen Menge an BSE-negativem Hirnho-
mogenat) ist die Verzögerung der Anreicherung des pathologischen PrPSc hin zu späteren
Spumatfraktionen.

Ein weiterer Beleg für die beschriebene Verzögerung der Anreicherung des Prionproteins
durch Zellfragmente wird im Vergleich der Zerschäumungen mit pathologischem Hirnho-
mogenat zu derjenigen ganz ohne Begleitstoffe (Abbildung IV.8, Seite 80) deutlich. Hier
wird reines rekombinantes PrP aus einer Lösung von PBS mit SDS geschäumt. PrPC und
PrPSc weisen keine identische Struktur auf und unterscheiden sich in für die Zerschäumung
wichtigen Eigenschaften, können also nicht direkt verglichen werden. Doch als Modell für
eine Zerschäumung ohne begleitende Zellfragmente ist diese Variante zur Abtrennung nur
einer Komponente aus der Vorlage sehr aufschlussreich. Weil hier keine Proteine oder
Partikel vorliegen, die bevorzugt an der Phasengrenzfläche mit in den Schaum getragen
werden, kann das Anreicherungsverhalten von Protein ohne Matrixeffekte betrachtet wer-
den.
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Das rekombinante PrP wird in der ersten Fraktion auf die absolut höchste Konzentration
angereichert, in allen folgenden Spumaten nimmt die Konzentration ab. Der Verlauf der
Anreicherung in den einzelnen Spumatfraktionen zeigt deutlich, dass die Anreicherung
bei der Zerschäumung aus einer Vorlage ohne Begleitstoffe zur höchsten Menge an PrP in
der ersten Spumatfraktion führt. Ganz anders verlaufen die Zerschäumungen, bei denen
die partikulären Matrixbestandteile des Hirnhomogenates die Anreicherung des PrPSc in
den ersten Spumatfraktionen beeinträchtigen.

Es findet bei der Zerschäumung von Hirnhomogenat durch Flotation eine selektive Ab-
trennung der Zellfragmente in den ersten Spumaten statt.
Bei der Zerschäumung von pathologischem Hirnhomogenat ist daher zu beachten, dass
das PrPSc erst nach Abschäumen der Zellfragmente effektiv angereichert wird.

Definitionsgemäß handelt es sich bei dieser Abtrennung von partikulären Zellbestandtei-
len um eine Flotation, weil der angereicherte Stoff nicht echt gelöst sondern partikulär ist
und suspendiert in der Lösung vorliegt. Das ist daran zu erkennen, dass diese Zellfrag-
mente sowohl in Ruhe als auch bei der Zentrifugation rasch sedimentieren.

Für eine Anreicherung von PrPSc aus einer Körperflüssigkeit wie Liquor cerebrospinalis
lässt dieses Verhalten sehr gute Anreicherungsfaktoren bereits in den ersten Spumatfrak-
tionen erwarten, da in solchen Medien kaum Begleitstoffe und keine partikulären Be-
standteile vorhanden sind. Im Falle der Zerschäumung von homogenisiertem Blut ist ein
Separationseffekt der zerkleinerten Blutbestandteile zu erwarten.

9.2. Proteinseparation

In der Literatur existieren bereits Untersuchungen zum Separationsverhalten von Protei-
nen bei der Zerschäumung [Suzuki 2002, Saleh 2001, Anand 1995]. Es beruht auf den
verschiedenen Affinitäten der Proteine zur Phasengrenzfläche, die durch Größe, Struktur
sowie Ladungszustand festgelegt sind. Struktur und Ladungszustand werden u.a. vom
pH-Wert bedingt. Auch Tenside können den Ladungszustand beeinflussen und eine Ver-
änderung im Anreicherungsverhalten bewirken [Suzuki 2002].

Die Abbildungen IV.1 (Seite 72) und IV.2 (Seite 73) zeigen die Elektropherogramme der
Spumate und Vorlagen aus der Zerschäumung von Stammhirnhomogenat eines gesunden
Rindes. Bei den Spumaten ist ersichtlich, dass es durch die Zerschäumung zu einer deutli-
chen Anreicherung von Proteinen kommt. Diese betrifft nicht das gesamte Proteingemisch
gleichermaßen. Unterschiedliche Proteine bzw. Gruppen von Proteinen werden bevorzugt
in früheren oder späteren Spumatfraktionen angereichert. Das komplexe Gemisch aus Pro-
teinen und Zellbestandteilen erfährt durch die Zerschäumung eine Separation.
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Die Elektropherogramme lassen keine explizite Aussage über das Anreicherungsverhal-
ten speziell von pathologischem Prionprotein zu. Sie zeigen jedoch anschaulich, wie un-
terschiedlich stark sich verschiedene Proteine in den sukzessiv entnommenen Spumaten
anreichern.
Proteine mit einer Größe bis etwa 60 kDa liegen in den früher gewonnenen Spumaten,
abgesehen vom ersten, in der höchsten Konzentration vor. Größere Proteine sind in der
zuletzt aufgezeigten Spumatfraktion maximal angereichert, in den ersten hingegen stark
abgereichert.
Die Tendenz, dass kleinere Proteine besser schäumbar sind als größere, beschreibt auch
Dickinson [Dickinson 1989].

Sehr deutlich ist in dem Elektropherogramm der Spumate (Abbildung IV.1, Seite 72)
zu erkennen, dass in der ersten Spumatfraktion bei keinem der getrennten Proteine ei-
ne Anreicherung auftritt. Die Ursache hierfür liegt in der vorrangigen Abtrennung von
partikulären Zellbestandteilen des Gehirngewebes (s.o.).

9.3. Art der Aggregation des PrPSc

Wie oben beschrieben, ist das PrPSc im Hirnhomogenat nicht monomer gelöst. Nachfol-
gend wird erörtert, in welcher aggregierten oder assoziierten Form es vorliegt.

9.3.1. Aggregation des PrPSc

Das PrPSc ist zum Zeitpunkt der Zerschäumung nicht mehr überwiegend an größere Zell-
fragmente aggregiert. In diesem Fall müssten die Konzentrationen des PrPSc mit der
Trübung einhergehen, und so auch in dem resp. den ersten Spumat(en) am höchsten sein,
da dort die stärkste Trübung auftritt (s.o.).
Weiterhin dürfte im Falle einer Aggregation des PrPSc an Partikel oder Zellfragmente
bei Zerschäumungen mit steigenden Hirnhomogenat-Konzentrationen in der Vorlage kei-
ne Verschlechterung der PrPSc-Anreicherung im ersten Spumat auftreten, wie sie in den
Abbildungen IV.11 bis IV.14 (Seiten 85 bis 87) abzulesen ist. Noch deutlicher zeigen die
Abbildungen IV.15 (Seite 88) und V.2, (Seite 108), dass die Anreicherung im ersten Spu-
mat abnimmt, je mehr Zellfragmente sich in der Vorlage befinden.
PrPSc liegt im Hirnhomogenat somit nicht an Zellfragmente aggregiert vor.
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9.3.2. Assoziation des PrPSc

PrPSc assoziiert unter physiologischen Bedingungen, sobald es aus den „rafts“ gelöst wird
[Riesner 1996]. Es liegt unabhängig von der Verdauung als Assoziat vor.

Bei der Zerschäumung von 1/308 pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit SDS (Ab-
bildung IV.13, Seite 86) entspricht die Konzentration an pathologischem Hirnhomogenat
in der Vorlage der des Elektropherogramms in Abbildung IV.1 (Seite 72). Bei der Zer-
schäumung von pathologischem Hirnhomogenat treten die höchsten Mengen an PrPSc in
frühen Spumatfraktionen auf, jedoch nicht in der ersten. Auf die höchste Konzentration
wird es nach den partikulären Zellbestandteilen angereichert, doch diese Anreicherung
überschneidet sich mit derjenigen der partikulären Zellfragmente und der kleinen Protei-
ne.
Die Ursache für dieses Anreicherungsverhalten in der Zerschäumung scheint darin zu
liegen, dass die Assoziate des pathologischen Prionproteins bevorzugt gegenüber bzw.
teilweise zusammen mit den gelösten kleinen monomeren Proteinen abgeschäumt werden.
Die PrPSc-Assoziate werden jedoch überwiegend nach den Zellfragmenten abgeschäumt,
die gleich zu Beginn in die erste(n) Spumatfraktion(en) gelangen. Im Allgemeinen treten
bei der Zerschäumung bzw. Flotation keine scharfen Trenngrenzen auf, daher überlappt
die Anreicherung der PrPSc-Assoziate sowohl mit den davor abgeschäumten partikulären
Matrixbestandteilen als auch mit der Aufkonzentrierung der löslichen Proteine.

10. Auswirkungen der Proteolyse des
Hirnhomogenates auf die Zerschäumung

Die Auswirkungen einer Proteinase K-Verdauung des Hirnhomogenates auf die Zerschäu-
mung sind in den Abbildungen IV.9 (Seite 81) resp. IV.10 (Seite82) im Ergebnisteil
ersichtlich. Dort sind die erzielten Anreicherungen des PrPSc bei einer PK-Verdauung
des Hirnhomogenates vor der Zerschäumung resp. der Zerschäumung von unbehandeltem
Hirnhomogenat dargestellt. Um die Unterschiede in einem direkten Vergleich deutlich zu
machen, sind beide Diagramme einander in Abbildung V.1 (Seite 105) gegenübergestellt.

Für einen Nachweis von PrPSc nach der Anreicherung durch die Zerschäumung wäre es
günstig, wenn man das Hirnhomogenat bereits vor der Zerschäumung verdauen würde.
Die Proteolyse könnte in einer Charge durchgeführt und die Spumate nach der Schäumung
direkt im ELISA untersucht werden. Erfolgt die Verdauung hingegen nach der Zerschäu-
mung, so müssen alle Spumatfraktionen sowie Rückstandsproben aus dem Sumpf vor dem
Immunoassay einzeln verdaut werden.
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Abbildung V.1.: Zerschäumung von verdautem und nativem pathologischem Hirnhomogenat:
Gegenüberstellung von Proben aus dem Sumpf (V) und Spumats bzgl. des PrPSc-Gehaltes. Die
blauen Balken stammen vom verdauten PrPSc, die orangen vom nativen pathologischen Hirnho-
mogenat.

Bezüglich der Veränderung der Struktur und Form des PrPSc durch die Verdauung ist
Folgendes bekannt:
Das unverdaute PrPSc hat vor einer Verdauung und Assoziation im nativen Hirngewe-
be ein Molekulargewicht von 33 bis 35 kDa zuzüglich GPI-Anker (PrP33−35+GPI, siehe
Abbildung II.1, Seite 14). Laut Shaked [Shaked 2002] ist es durch einen GPI-Anker in
den sog. rafts an der Zelloberfläche verankert. Sobald das PrPSc diese durch Verdau des
Proteins oder denaturierende Einflüsse auf die rafts verlässt, bildet es Assoziate verschie-
dener Ausformung.
Die Zerkleinerung durch das „Ribulizen“, wie es in dieser Arbeit erfolgt, ist wahrscheinlich
ausreichend effektiv, so dass die Zellwand zerkleinert wird und das PrPSc nicht mehr an
größeren Zellwandfragmenten verankert vorliegt. Auch das SDS wirkt denaturierend auf
die rafts [Naslavsky 1997, Taraboulos 1995]. Ob die eingesetzte SDS-Konzentration
von etwa 230 mg/L schon genügt, um diese Denaturierung der rafts zu bewirken oder
ob die Homogenisierung die Ursache für die Freisetzung ist, kann nicht mit Sicherheit
festgestellt werden. Es wurde bereits belegt, dass das PrP33−35+GPI zum überwiegenden
Teil nicht mehr an Fragmente der Zellwand aggregiert ist.
Bei der Verdauung des nativen Hirnhomogenates entsteht durch die proteolytische Wir-
kung der Proteinase K aus dem pathologischen Prionprotein (PrP33−35+GPI) das verkürz-
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te pathologische Prionprotein PrP27−30. Sowohl GPI-Anker als auch N-Terminus werden
durch die Protease abgetrennt [Prusiner 1998] (siehe Abbildung II.1, Seite 14). Das re-
sultierende PrP27−30 liegt in Aggregaten verschiedener Ausformung vor [Riesner 2001a].
Das Sedimentationsverhalten bei der Zentrifugation weist deutlich darauf hin, dass es in
Form von Aggregaten vorliegt, die im Schwerefeld abgetrennt werden. Wie weit diese As-
soziate durch das SDS wieder in Lösung gebracht werden, ist nicht klar.

Wie die Ergebnisse aus der Zerschäumung zeigen, kann die unverdaute Form des Prion-
proteins PrP33−35+GPI aus unverdautem Hirnhomogenat im Rahmen der Zerschäumung
wesentlich besser angereichert werden als das proteolytisch verkürzte PrP27−30, obwohl
beide assoziiert vorliegen. Da PrP27−30 räumlich anders strukturiert ist als PrP33−35+GPI,
weist es auch in aggregierter Form eine andere Struktur auf, die das Anreicherungsverhal-
ten mit bedingt. Welche Formen das pathologische Prionprotein bei den in dieser Arbeit
angewandten Prozessen unter den vorliegenden Bedingungen annimmt, und wie es asso-
ziiert, kann der Literatur nicht entnommen werden.

Einige Proteine sind bzgl. der Änderung ihres Verhaltens bei der Zerschäumung nach ei-
ner Proteolyse beschrieben. Bei diesen führt die Verdauung stets zu einer Verbesserung
der Schaumbildung und zu einer Verringerung der Schaumstabilität, beruhend auf der
Änderung der molekularen Struktur und Größe der Proteine [Kinsella 1987].
Dieses Verhalten bezüglich der Größe bestätigt die vorliegende Arbeit für lösliche Proteine
aus gesundem Rinderstammhirn. Im Elektropherogramm (Abbildung IV.1, Seite 72) sind
bevorzugt – also bereits in früheren Spumatfraktionen – kleinere Proteine angereichert.
Dickinson [Dickinson 1989] beschreibt, dass partielle Hydrolyse zu einer Verbesserung
der Schäumbarkeit führt, einerseits wegen der resultierenden geringeren Molekülgrößen,
andererseits, weil zuvor verborgene hydrophobe Reste nach außen gewandt werden.

Im Falle der Zerschäumung von pathologischem Hirnhomogenat führt die Proteolyse hin-
gegen zu einer Verschlechterung der Anreicherung des pathologischen Prionproteins. Dies
steht jedoch nicht im Widerspruch zu den beschriebenen Beobachtungen früherer Un-
tersuchungen. Denn die von Kinsella [Kinsella 1987] und Dickinson [Dickinson 1989]
beschriebenen Proteine sind wasserlöslich und werden bei der Verdauung proteolysiert,
das pathologische Prionprotein hingegen ist hydrophob und weitgehend stabil gegenüber
einem Abbau durch Proteolyse. Das bedeutet, dass es beim Verdauen von pathologischem
Prionprotein nicht zur Zerkleinerung des Polypeptides PrPSc zu Oligopeptiden oder ein-
zelnen Aminosäuren kommt, da das PrP27−30 nicht weiter proteolysiert wird. Das PrPSc

liegt vor und nach der Verdauung in Form von Assoziaten vor.
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Die Unterschiede der Strukturen von PrP33−35+GPI (mit N-Terminus und GPI-Anker)
und verdautem PrP27−30 bewirken eine veränderte Affinität zur Phasengrenzfläche, so
dass sich das Anreicherungsverhalten durch eine Proteolyse verändert.
In erster Linie beruht die schlechtere Anreicherung des Prionproteins nach der Verdauung
jedoch eher auf der Verdrängung des PrPSc von der Phasengrenzfläche durch die zahlrei-
chen kleinen Proteinfragmente und Aminosäuren, die durch die Proteolyse von Proteinen
des Hirnhomogenates in großer Menge entstehen.
In Abbildung V.1 (Seite 105) ist zu sehen, dass bei der Zerschäumung des unverdauten
Hirnhomogenates die PrPSc-Konzentration schon im zweiten Spumat sehr stark ansteigt,
sobald die Zellfragmente abgeschäumt sind. Beim verdauten Hirnhomogenat hingegen
bleibt die Anreicherung sehr gering, weil vorrangig gegenüber den verdauten PrP27−30-
Assoziaten die zahlreichen proteolysierten Teile der Matrixproteine angereichert werden.

11. Konzentration der Zielkomponente in der Vorlage

In Abbildung V.2 (Seite 108) sind die Abbildungen IV.11 bis IV.14 (Seiten 85 bis 87)
der Zerschäumung von Hirnhomogenat mit verschiedenen Ausgangskonzentrationen an
pathologischem Hirnhomogenat in einer Darstellung zusammengefasst. So können die ge-
messenen absoluten Konzentrationen im Spumat und die Anreicherungen in Abhängigkeit
von der Konzentration des Hirnhomogenates in der Vorlage bei den jeweils sukzessiv ge-
wonnenen Fraktionen verglichen werden.

Es zeigt sich eine deutliche Abhängigkeit der erzielten Anreicherungsfaktoren von der
Konzentration des pathologischen Hirnhomogenates in der Vorlage. Außerdem spielt es
eine entscheidende Rolle, wie viele Spumatfraktionen aus einer Vorlage bereits entnommen
wurden. In beiden Fällen führt eine geringere Konzentration des PrPSc in der jeweiligen
Vorlage zu einer höheren Anreicherung in der entsprechenden Spumatfraktion.
Die Begleitstoffe aus dem Hirnhomogenat, deren Auswirkungen oben bereits abgehandelt
wurden, bewirken bei diesen Versuchen nur einen geringen Effekt im Vergleich zur Zer-
schäumung von verschnittenem Hirnhomogenat. Das Verhältnis von pathologischem PrPSc

zu störendem Begleitmaterial ist hier bei allen Verdünnungsstufen gleich, denn eine Ver-
mischung mit BSE-negativem Hirnhomogenat unterbleibt. Dennoch führt bei konstantem
entnommenem Spumatvolumen ein höherer Gehalt an Hirnhomogenat zu einer stärkeren
Beeinträchtigung der Anreicherung des PrPSc in dem / den ersten Spumat(en), denn die
absolute Menge an Zellfragmenten ist bei höherem Gehalt an Hirnhomogenat in der Vor-
lage größer.

Der maßgebliche Einfluss, der die Zunahme des Anreicherungsfaktors ER (Quotient aus
den Konzentrationen in Spumat und Vorlage) bedingt (Abbildung V.2, Seite 108), ist
die Abhängigkeit der erzielbaren Anreicherung des PrPSc von dessen Konzentration in
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Abbildung V.2.: Zerschäumung von pathologischem Hirnhomogenat. Für die verschiedenen Ver-
dünnungen in der Ausgangslösung (1/97, 1/161, 1/309 und 1/376) und die jeweils sukzessiv nach
30 min Schäumen entnommenen 2 bis 4 Spumatfraktionen (I, II, III und IV) sind die Anreiche-
rungsfaktoren des pathologischen Prionproteins dargestellt. Bei der zweiten Spumatfraktion der
Verdünnungsstufe 1/376 (farblich hervorgehoben) ist ein Mindestwert angezeigt, der geringer ist
als die reale Anreicherung, die jedoch nicht genau quantifiziert werden kann. Genauer beschrieben
ist dies unter V.12 Maximal erzielbare Anreicherung auf Seite 109.

der Vorlage. Wie vielfach in der Literatur beschrieben (z.B. [Schnepf 1959]), steigt die
Anreicherung eines Stoffes durch Zerschäumung, je geringer seine Konzentration in der
Vorlage ist. Denn bei konstantem Volumenstrom und konstanter Blasengröße kann eine
bestimmte Menge an Molekülen an die Phasengrenzfläche angelagert werden. Nimmt man
eine von der Konzentration in der Vorlage wenig abhängige Menge der Substanz an, die
an die Phasengrenzfläche angelagert wird, so wächst der ER mit der Abnahme der Kon-
zentration in der Vorlage.

Die sehr hohen Anreicherungen von PrPSc können bei der Zerschäumung des pathologi-
schen Hirnhomogenates entweder dann erzielt werden, wenn sehr wenig Hirnhomogenat
zugegeben wird, oder in späteren Spumaten, bei denen das PrPSc im Sumpf bereits sehr
stark abgereichert ist. In dieser Arbeit bestätigt sich, dass die Effizienz der Zerschäumung
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bzgl. der Anreicherung dann zum Tragen kommt, wenn Substanzen angereichert werden,
die in sehr geringen Konzentrationen in der Vorlage vorhanden sind. Große Volumina und
starke Verdünnungen stellen kein Problem für diese Methode dar, sondern sind gerade
ihre Stärke.

Die Aussage, dass eine Vorlage mit sehr niedriger Konzentration an PrPSc zu hohen An-
reicherungsfaktoren führt, bezieht sich auf die Verdünnung in einer wässrigen Lösung,
jedoch nicht auf die Verringerung der Konzentration an PrPSc durch die Vermischung mit
gesundem Hirnhomogenat oder anderen Matrices. Denn in diesem Fall beeinträchtigen die
Matrixbestandteile die verbesserte Anreicherung.

Bezüglich der Konzentration des pathologischen Prionproteins in der Vorlage lassen die
eben erläuterten Ergebnisse darauf schließen, dass die Zerschäumungsanalyse gut geeignet
ist, um PrPSc aus Körperflüssigkeiten anzureichern, in denen das pathologische Prionpro-
tein in minimalen Mengen vorliegt.

12. Maximal erzielbare Anreicherung

Abbildung V.2 zeigt deutlich den Anstieg der Anreicherung von einer Spumatfraktion zur
jeweils nächsten bei der sukzessiven Gewinnung von Spumaten aus einer Vorlage. Diese
klar ersichtliche Tendenz lässt den Schluss zu, dass noch wesentlich höhere Anreiche-
rungen erzielt werden könnten, wenn noch weiter verdünnte oder abgereicherte Vorlagen
zerschäumt werden. Somit ist der in dieser Arbeit maximal erzielte Anreicherungfaktor
von ER = 140 (Anreicherung auf das 140-fache) nicht die Obergrenze, sondern lediglich
eine Grenze für die Analytik, die in dieser Arbeit nicht überwunden werden kann. Der
Anreicherungsfaktor von 140 (bei der 1/376 Verdünnung, Abbildung V.2, Seite 108) wird
erzielt, wenn die Konzentration des PrPSc in der Vorlage bereits so gering ist, dass sich der
O.D.-Wert der Vorlage unterhalb des in dieser Arbeit als linear herangezogenen Messbe-
reichs befindet. Für die Berechnung dieses ER wird hier der kleinste Wert dieses linearen
Bereichs verwendet. Die tatsächlich vorliegende Konzentration in der Vorlage ist jedoch
noch geringer, da das in der Arbeit als linearer Messbereich verwendete Intervall enger
gewählt wurde als der lineare Bereich der Kalibrierkurve tatsächlich ist. Das bedeutet, die
reale Anreicherung liegt höher.
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13. Anwendung der Zerschäumung zur
Probenaufarbeitung in der BSE-Diagnostik

Wie im Ergebnisteil beschrieben (Abbildung IV.17, Seite 90), kann nach einer Anreiche-
rung mittels Zerschäumungsanalyse das PrPSc empfindlicher detektiert werden, als das
bislang mit einem BSE-Test ohne vorhergehende Anreicherung möglich war. D.h. das
pathologische Prionprotein kann in einem Gehirn detektiert werden, das laut BSE-Test
aufgrund der niedrigen PrPSc-Konzentration als BSE-negativ gilt.
Durch Mischung von pathologischem und gesundem Stammhirnhomogenat (Verschneiden)
wurde ein Hirnhomogenat konstruiert, das in der Zusammensetzung, speziell im Gehalt an
PrPSc, einem sehr schwach infektiösen Rindergehirn entspricht. Das Mischungsverhältnis
wurde so gewählt, dass das verschnittene Gehirn laut Überprüfung mit einem zugelasse-
nen BSE-Test als BSE-negativ einzustufen ist. Dieses (als BSE-negativ getestete) Gemisch
wurde zerschäumt. Die O.D.-Werte der gewonnenen Spumate sind in Abbildung IV.16
(Seite IV.16) dargestellt. Ab dem dritten Spumat liegt ein O.D.-Wert vor, der (bei wie-
derholtem Auftreten) als BSE-positiv zu bewerten ist.
Ein Rind in einem solch frühen Stadium der Erkrankung und der Ausbreitung des patholo-
gischen Prionproteins im Gehirn gelänge nach negativem Test in die Nahrungsmittelkette
oder in Kosmetika. In diesem Fall könnte durch eine Voranreicherung mittels Zerschäu-
mungsanalyse erkannt werden, dass sich infektiöses PrPSc in seinem Organismus befindet.

14. Relevanz der entwickelten
Zerschäumungsmethode bei der Analyse
PrPSc-haltiger Körperflüssigkeiten und -gewebe

Nach den beschriebenen Leistungen der Zerschäumungsanalyse – Abtrennung von Zell-
fragmenten, Proteinseparation und Anreicherung des PrPSc – wird im Folgenden die Über-
tragbarkeit der entwickelten Methode auf Gewebe oder Körperflüssigkeiten diskutiert, mit
denen eine ante mortem-Diagnostik, der Lebendtest für Prionkrankheiten, möglich sein
könnte.

Hirn- und Nervengewebe, lymphoretikuläres Gewebe
Die Ausbreitung des PrPSc erfolgt überwiegend im zentralen Nervensystem sowie im lym-
phoretikulären Geweben. Die Ablagerung erfolgt im Hirngewebe, vor allem in der Obex-
region des Stammhirns [Riesner 2001b]. Die auftretenden Abweichungen dieses Vertei-
lungsmusters bei einzelnen Spezies sind hier nicht von Interesse.
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Das Gehirn, für das es schon zuverlässige Methoden bzgl. eines TSE-Nachweises gibt, soll
hier nicht weiter beleuchtet werden.
Im Falle von peripherem Nervengewebe oder lymphoretikulären Geweben wäre die Ent-
nahme einer relevanten Menge für einen Nachweis am lebenden Individuum problematisch.
Zudem handelt es sich bei beiden um zelluläres Körpergewebe, das nach einer Homogeni-
sierung ähnliches Verhalten bei der Zerschäumung zeigen würde wie das Hirnhomogenat.
Es wäre möglich, dass durch die Zerschäumung eine Anreicherung erzielt werden kann,
die einen Nachweis ermöglicht, vergleichbar der Zerschäumung von verschnittenem Hirn-
homogenat.

Muskelgewebe
Bei einigen Spezies kann PrPSc im Muskelgewebe nachgewiesen werden
[Thomzig 2004]. Dieser Nachweis ist nur unter speziellen Bedingungen durchführbar.
Eine Verallgemeinerung dieser Beobachtung auf beliebige Spezies scheint nicht zulässig.
Zieht man eine Anreicherung des pathologischen Prionproteins aus Muskeln in Betracht,
so muss bedacht werden, dass die Menge des PrPSc im Muskelgewebe im Bezug auf die
Menge an Begleitmaterial derart gering ist, dass Matrixeffekte eine effektive Anreicherung
durch die Zerschäumung verhindern würden. Wie beschrieben, haben große Mengen an
partikulären Zellbestandteilen einen negativen Effekt bei der Zerschäumung zur Anrei-
cherung des PrPSc.
Weiterhin wäre aufgrund der minimalen Spuren an PrPSc im Muskelgewebe die Entnahme
einer Gewebemenge nötig, die am lebenden Probanden Schaden anrichten würde.

Urin
Im Urin von Mäusen mit chronischer Nierenentzündung, die mit Scrapie infiziert wa-
ren, konnten pathologische Prionproteine nachgewiesen werden [Seeger 2005]. Bei BSE-
infizierten Mäusen ohne Nierenentzündung hingegen konnte entsprechendes nicht nach-
gewiesen werden. Es ist in einem Organismus jedoch nicht auszuschließen, dass auch bei
gesunden Individuen eine sehr geringe Menge an PrPSc in den Urin gelangen könnte. In
diesem Fall wäre die Zerschäumung eine sehr effektive Methode zur Anreicherung, denn
es stehen große Volumina zur Verfügung, in denen minimalste Konzentrationen an PrPSc

und wenig störende Begleitsubstanzen vorliegen. Sofern PrPSc auch regulär mit dem Urin
ausgeschieden wird, wäre dies eine aussichtsreiche Anwendung der Zerschäumungsanalyse.

Milch
Bei einer an BSE erkrankten Kuh, die an Mastitis litt, konnte Prionprotein in der Milch
nachgewiesen werden [Ligios 2005]. Die Verfügbarkeit ist bei Milchkühen ähnlich günstig
wie die von Urin. Bezüglich der Zerschäumung sind noch die Bestandteile der Milch zu
berücksichtigen, die bei geringen Mengen an PrPSc die Anreicherung ungünstig beeinflus-
sen würden.
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Blut
Blut ist ein Medium, aus dem PrPSc angereichert werden könnte. Im Blutserum konnte
eine sehr geringe, in der Leukozytenmanschette eine wesentlich höhere Infektiosität nach-
gewiesen werden [Brown 1999].
Für eine Anreicherung des PrPSc relevant wäre eine Zerschäumung der Leukozytenman-
schette, die vorab homogenisiert werden müsste. Nach einer Verdünnung, am besten mit
dem auch geringfügig PrPSc-haltigen Serum, könnte eine diagnostisch relevante Anrei-
cherung zu erzielen sein. Die vorliegenden Matrixbestandteile könnten ähnlich wie beim
Hirnhomogenat separiert werden.
Auch die Zerschäumung von Serum alleine könnte einen Erfolg bringen, sofern nennens-
werte Mengen an PrPSc darin vorliegen. Es sind darin keine partikulären Bestandteile
enthalten, die die Anreicherung negativ beeinflussen würden. Eine sehr niedrige Konzen-
tration an PrPSc stellt bei der Zerschäumung kein Problem dar.
Blut kann vom lebenden Individuum problemlos in relativ großen Mengen entnommen
werden.

Cerebrospinalflüssigkeit
Cerebrospinalflüssigkeit (Liquor cerebrospinalis, kurz Liquor) ist neben dem Blut diejeni-
ge Körperflüssigkeit, auf die die Zerschäumung in dieser Arbeit ausgelegt war. In Liquor
erkrankter Individuen wurde Infektiosität nachgewiesen, PrPSc ist in sehr geringen Men-
gen enthalten [Brown 1994].
Liquor kann vom lebenden Individuum im Rahmen einer Lumbal-, Subokzipital- oder Ven-
trikelpunktion entnommen werden, wobei die Lumbalpunktion ungefährlich ist. Bezüglich
der Zusammensetzung wäre Liquor für die Zerschäumung sehr günstig. Er enthält kaum
Zellen, 150–250 mg Protein/L, Glucose (400–600 mg/L), Phosphatide (etwa 10 mg/L),
Phosphate (30–50 mg/L) sowie Cholesterin und Chloride [Roche 2006].
Der erwachsene Mensch verfügt über 120–200 mL Liquor cerebrospinalis
[Roche 2006]. Ohne Schäden zu riskieren, können davon bis zu einigen Millilitern ent-
nommen werden.
Versuche im Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass die Zusammensetzung von Liquor nicht
geeignet ist, um daraus ohne Zusatz eines oberflächenaktiven Agens zu schäumen. Ein
Zusatz von SDS als Schäumungsmittel führt zu einem guten Schaumverhalten.
Im Hinblick auf die Zusammensetzung und das Schaumverhalten nach Zugabe von SDS
ähneln sich Liquor cerebrospinalis und das mit PBS verdünnte Hirnhomogenat. Somit
sollte es möglich sein, ohne Beeinträchtigung durch Matrixbestandteile oder -effekte, ei-
ne Anreicherung von PrPSc aus Spinalflüssigkeit zu erzielen. Eine Einschränkung besteht
möglicherweise in der verfügbaren Menge an Liquor, die bei dem vermuteten minimalen
PrPSc-Gehalt nötig wäre.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde pathologisches Prionprotein (PrPSc), Erre-
ger der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien, durch Anwendung der Zerschäu-
mungsanalyse auf das mehr als 140-fache der Ausgangskonzentration angereichert.

——————–

Die Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (Prionkrankheiten) sind neuropatho-
logische, letal endende Krankheiten wie z.B. die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim Men-
schen oder die Bovine Spongiforme Enzephalopathie beim Rind. Eine zuverlässige Diagno-
se dieser Erkrankungen ist bislang nur post mortem möglich, da für den immunologischen
Nachweis des Erregers ein Teil des Stammhirns benötigt wird. Hinsichtlich Prävention
und Therapie ist eine Erkennung von Prionkrankheiten ante mortem Voraussetzung.
Für einen Lebendtest muss die Diagnose somit anhand anderer Körperorgane oder
-flüssigkeiten als dem Stammhirn durchgeführt werden. Versucht man, die Erkrankung
anhand des Erregerproteins direkt zu diagnostizieren, so sind Körperflüssigkeiten wie Blut
oder Cerebrospinalflüssigkeit prinzipiell relevante Medien. Sie können vom lebenden Indi-
viduum entnommen werden und enthalten das pathologische Prionprotein in minimalen
Mengen. Diese sind jedoch für einen Routinenachweis zu gering.

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine effektive Anreicherungsmethode zu entwickeln, mit der
das Prionprotein so stark angereichert werden kann, dass es mit routinediagnostischen
Verfahren nachweisbar ist.

Eine bislang wenig beachtete Methode zur Anreicherung bzw. Separation von Substanzen,
besonders aus hochverdünnten Lösungen, ist die Zerschäumungsanalyse. Die Anreicherung
erfolgt bei dieser Methode aufgrund des hydrophoben Charakters von Substanzen. Daher
sollte die Zerschäumung für die Anreicherung von pathologischem Prionprotein geeignet
sein, denn dieses ist stark hydrophob und liegt in den o.g. Körperflüssigkeiten in sehr
geringen Konzentrationen vor.

Als Modelllösung für die Zerschäumung diente Stammhirnhomogenat BSE-erkrankter
Rinder in phoshatgepufferter Kochsalzlösung.

Um die Zerschäumung adäquat durchführen zu können, wurde zunächst eine Zerschäu-
mungsapparatur konstruiert, die ein steriles Arbeiten mit infektiösem Material ermög-
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lichte. Anhand zahlreicher Zerschäumungsversuche wurden geeignete Hilfsmittel, Vorge-
hensweisen und Prozessparameter ermittelt. So wurden aus einer Vorlage jeweils sukzessiv
mehrere Spumatfraktionen bei stationärer Zerschäumung gewonnen. Bezüglich der Pro-
zessparameter wurden die Geometrie der Apparatur, das Vorlagevolumen, die Porosität
der Fritte, der Volumenstrom des Stickstoffes zur Erzeugung der Blasen und die Zerschäu-
mungsdauer optimiert, um das PrPSc maximal anreichern zu können. Als Hilfsmittel zur
Schaumbildung lieferte SDS (Natriumdodecylsulfat) in möglichst geringer Konzentration
die besten Resultate. Der Nutzen einer Behandlungen des Hirnhomogenates durch Pro-
teolyse, Ultraschall oder Zentrifugation vor der Zerschäumung wurde ebenfalls überprüft,
was sich jedoch als nicht hilfreich erwies.
Der Prionengehalt in den Proben wurde mittels ELISA quantifiziert.

Die Matrixbestandteile des Hirnhomogenates beeinflussten maßgeblich den Ablauf und
das Resultat der Zerschäumung. In erster Linie übten partikuläre Zellbestandteile des ho-
mogenisierten Stammhirngewebes einen Einfluss auf die Anreicherung aus. Diese wurden
vorrangig gegenüber dem PrPSc und anderen Proteinen in den Schaum transferiert. Je
höher der Anteil dieser suspendierten Bestandteile war, desto stärker verzögerte sich die
Anreicherung des PrPSc.
Die löslichen Proteine des Hirnhomogenates beeinträchtigten die Anreicherung des PrPSc

nicht, unterlagen jedoch selbst einer Separation. Die kleineren Proteine wurden eher im
Schaum angereichert als größere.
Unterzog man das pathologische Hirnhomogenat vor der Zerschäumung einer Proteolyse,
so bewirkten die daraus resultierenden Produkte eine Verzögerung der Anreicherung des
PrPSc, das weitgehend resistent gegen proteolytischen Abbau ist.

Ein anschauliches Beispiel für die Leistungsfähigkeit der Zerschäumung ist die Anwendung
auf die Analyse von PrPSc-haltigem Hirnhomogenat. Sehr schwach infektiöses Rinderhirn,
das laut Routinediagnostik BSE-negativ getestet wurde, konnte nach der Anwendung der
Zerschäumungsanalyse als BSE-positiv erkannt werden.

Somit kann festgestellt werden, dass die Zerschäumung eine deutliche Separation von
partikulären Komponenten und Proteinen aus Hirnhomogenat bewirkt.

Die Anreicherung des infektiösen PrPSc auf das mindestens 140-fache der Ausgangskon-
zentration belegt das hohe Potential dieser Methode.

Im Hinblick auf die Entwicklung von Methoden für die Diagnostik von Prionkrankhei-
ten ante mortem eröffnet die Zerschäumungsanalyse aufgrund der hohen erzielten Anrei-
cherunsfaktoren von pathologischem Prionprotein neue Perspektiven.
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A. Anhang

1. Fotografie der Zerschäumungsapparatur für
pathologisches Hirnhomogenat

Abbildung A.1.: Fotografie der Zerschäumungsapparatur für pathologisches Hirnhomogenat
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2. Tabellen zu den Abbildungen im Ergebnisteil

Tabelle A.1.: Messwerte zu Abbildung IV.3: Zerschäumung von rekombinantem Prionprotein
aus verdünnter Magermilch mit BSA, SDS und Tween 20.

Vorlage Probe O.D.
MMG, PrPC mit BSA (2 g/L) BSA Vorlage 0,151

BSA Spumat 0,150
MMG, PrPC mit SDS (16 mg/L) SDS Vorlage 0,157

SDS Spumat 0,250
MMG, PrPC mit Tween 20 (0,4 g/L) Tween 20 Vorlage 0,177

Tween 20 Spumat 0,166

Tabelle A.2.: Messwerte zu Abbildung IV.4: Zerschäumung von rekombinantem Prionprotein
aus verdünnter Magermilch mit verschiedenen SDS-Konzentrationen.

Probe O.D.
Eichpunkt 4 ng/mL 0,143
Vorlage 3,3 mg SDS/L MMG 0,121
Spumat 3,3 mg SDS/L MMG 0,229
Vorlage 10 mg SDS/L MMG 0,112
Spumat 10 mg SDS/L MMG 0,215
Vorlage 30 mg SDS/L MMG 0,121
Spumat 30 mg SDS/L MMG 0,207
Eichpunkt 100 ng/mL 0,595

Tabelle A.3.: Messwerte zu Abbildung IV.5: Zentrifugation von pathologischem Hirnhomogenat.

Probe O.D.
Vorlage 0,244
Pellet I 0,565
Überstand I 0,205
Pellet II 0,34
Überstand II 0,198
Pellet III 0,39
Überstand III 0,136
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Tabelle A.4.: Messwerte zu Abbildung IV.6: Einfluss von SDS und Ultraschall auf den Nachweis
von PrPSc in verdautem Hirnhomogenat.

Probe O.D.
Hirnhomogenat verdaut 0,444
Hirnhomogenat verdaut + SDS 0,425
Hirnhomogenat verdaut, Ultraschall 0,463
Hirnhomogenat verdaut + SDS, Ultraschall 0,441

Tabelle A.5.: Messwerte zu Abbildung IV.7: Einfluss von SDS und Ultraschall auf den Nachweis
von PrPSc in nativem Hirnhomogenat.

Probe O.D.
natives Hirnhomogenat 0,365
natives Hirnhomogenat + SDS 0,139
natives Hirnhomogenat, Ultraschall 0,621
natives Hirnhomogenat + SDS, Ultraschall 0,135

Tabelle A.6.: Messwerte zu Abbildung IV.8: Zerschäumung von rekombinantem Prionprotein
in PBS mit SDS.

Schäumungsdauer O.D.
0 min 0,133
15 min 0,088
60 min 0,076
90 min 0,080

Tabelle A.7.: Messwerte zu Abbildung IV.9: Zerschäumung von verdautem Hirnhomogenat.

Probe O.D.
Kalibrierung Hirnhomogenat verdaut I/20 0,148
Vorlage verdaut I/100 0,048
Spumat verdaut I 0,059
Sumpf verdaut II 0,034
Spumat verdaut II 0,057
Sumpf verdaut III 0,033
Spumat verdaut III 0,058
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Tabelle A.8.: Messwerte zu Abbildung IV.10: Zerschäumung von nativem Hirnhomogenat.

Probe O.D.
Kalibrierung nativ I/20 0,056
Vorlage nativ I 0,039
Spumat nativ I 0,182
Sumpf nativ II 0,040
Spumat nativ II 0,435
Sumpf nativ III 0,037
Spumat nativ III 0,367

Tabelle A.9.: Messwerte zu Abbildung IV.11: Zerschäumung von pathologischem Hirnhomoge-
nat; Verdünnung 1/97.

Probe Untersuchungsvolumen [µL] O.D.
Kalibrierung 1/6 60 0,947
Vorlage 1/97 250 0,336
Spumat I 68 0,815
Sumpf II 900 0,098
Spumat II 95 0,776
Sumpf III 2700 0,100
Spumat III 100 0,562

Tabelle A.10.: Messwerte zu Abbildung IV.12: Zerschäumung von pathologischem Hirnhomo-
genat; Verdünnung 1/161.

Probe Untersuchungsvolumen [µL] O.D.
Kalibrierung 1/10 100 0,294
Vorlage 1/161 500 0,214
Spumat I 100 0,296
Sumpf II 1400 0,085
Spumat II 90 0,330
Sumpf III 2700 0,044
Spumat III 90 0,393
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Tabelle A.11.: Messwerte zu Abbildung IV.13: Zerschäumung von pathologischem Hirnhomo-
genat; Verdünnung 1/309.

Probe Untersuchungsvolumen [µL] O.D.
Kalibrierung 1/6 50 0,965
Kalibrierung 1/161 500 0,217
Vorlage 1/309 500 0,078
Spumat I 180 0,326
Sumpf II 3600 0,080
Spumat II 90 0,344
Sumpf III 5400 0,074
Spumat III 1 95 0,444

Tabelle A.12.: Messwerte zu Abbildung IV.14: Zerschäumung von pathologischem Hirnhomo-
genat; Verdünnung 1/376.

Probe Untersuchungsvolumen [µL] O.D.
Kalibrierung 1/4 100 0,312
Kalibrierung 1/8 100 0,201
Kalibrierung 1/160 100 0,025
Kalibrierung 1/240 100 0,033
Vorlage 1/376 400 0,050
Spumat I 100 0,102
Sumpf II 1200 0,033
Spumat II 100 0,171

Tabelle A.13.: Messwerte zu Abbildung IV.15: Zerschäumung eines Gemisches von pathologi-
schem und gesundem Hirnhomogenat: ER der ersten Spumatfraktion.

Anteil des pathologischen Gehirns Anreicherungsfaktor
1/4 2,1
1/2 4,9
3/4 3,7
1/1 18,8
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Tabelle A.14.: Messwerte zu Abbildung IV.16: Zerschäumung eines negativ getesteten
Hirnhomogenat-Verschnittes.

Probe O.D.
Hirnhomogenat Verschnitt 0,173
Vorlage 0,067
Spumat I 0,126
Spumat II 0,153
Spumat III 0,222
Spumat IV 0,235
Spumat V 0,211

Tabelle A.15.: Messwerte zu Abbildung IV.17: Zerschäumung von Hirnverschnitt mit 1/81
positivem Hirnhomogenat.

Probe O.D.
Vorlage 0,038
Spumat I 0,114
Spumat II 0,116
Spumat III 0,137
Spumat IV 0,157
Spumat V 0,157
Spumat VI 0,152
Spumat VII 0,096
Spumat VIII 0,026
Spumat IX 0,022
Spumat X 0,027
Spumat XI 0,018
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