TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Lehrstuhl fiir Chemisch-Technische Analyse und Chemische
Lebensmitteltechnologie

Anreicherung und Separation von pathologischem
Prionprotein (PrP°¢) aus Rinderhirn mittels
Zerschaumungsanalyse

Simon Hans Berner

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultdt Wissenschaftszentrum
Weihenstephan fiir Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen
Universitat Miinchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktor-Ingenieurs (Dr.-Ing.)

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. M. Schemann

Priifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. Dr. h.c.(Zonguldak Univ./ Tiirkei) H. Parlar
2. Univ.-Prof. Dr. Dr. h.c. (Univ. Kaposvari / Ungarn) J. Bauer
3. Univ.-Prof. Dr. H. Horn

Die Dissertation wurde am 28.09.2006 bei der Technischen Universitdat Miinchen einge-
reicht und durch die Fakultiat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir Erndhrung, Land-
nutzung und Umwelt am 17.01.2007 angenommen.






Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Oktober 2003 bis September 2006 am Lehr-
stuhl fiir Chemisch-Technische Analyse und Chemische Lebensmitteltechnologie im Wis-
senschaftszentrum Weihenstephan fiir Erndhrung, Landnutzung und Umwelt angefertigt.

Besonderer Dank gilt meinem Doktorvater Herrn Univ.-Prof. Dr. Dr. H. Parlar fiir die
Uberlassung des aufergewdhnlichen und interessanten Themas sowie fiir seine wohlwol-
lende Unterstiitzung. Neuen Ideen begegnete er stets sehr aufgeschlossen und erméglichte
deren Durchfiihrung.

Eine grundlegende Voraussetzung fiir diese Arbeit war die Unterstiitzung von Herrn Univ .-
Prof. Dr. Dr. J. Bauer. Er gestattete mir nicht nur die Arbeit im BSE-Labor, sein fachlicher
Rat war sehr hilfreich, sowohl bei der Konstruktion der Apparaturen als auch wéhrend
der Untersuchungen. Dafiir meinen herzlichen Dank!

Fiir die elektrophoretischen Untersuchungen bin ich sehr dankbar, die appararative Aus-
stattung sowie Ratschldge von Frau Univ.-Prof. Dr. Dr. A. Gorg sowie Herrn Dr. W. Weiss
erhalten zu haben.

Im Weiteren mochte ich mich fiir die unkomplizierte Unterstiitzung von Herrn K. Scholz
bei der Anfertigung der Apparaturen sowie bei Herrn Dr. med. vet. M. Fritz, mit dem ich
viele Stunden im BSE-Labor arbeiten durfte, bedanken.

Weiterhin gilt mein Dank meinem Betreuer Herrn Dr. C. Wattenbach sowie meinen Dok-
torandenkollegen Frau B. Hack und Herrn L. Gabel, mit denen stets ein Arbeiten in
kollegialem, produktivem Klima gewahrleistet war.

Bei der Korrektur der Arbeit waren mir Frau C. Hessel sowie Herr Dr.-Ing. G. Leupold,
bei Computerangelegenheiten Herr M. Mandl und Herr Dr. N. Gmeinwieser eine grofse
Hilfe.

Danke fiir die angenehme Zusammenarbeit an die Mitarbeiter des Lehrstuhls fiir Chemisch-
Technische Analyse und Chemische Lebensmitteltechnologie, besonders auch die Sekreté-
rinnen sowie die Kollegen beim Raps-Forschungszentrum.

Bedanken mochte ich mich bei allen meinen Freunden und meinen Geschwistern fur die
entspannte Zeit auflerhalb der Arbeit.

Grundlegender Dank gebiihrt meinen Eltern, die mich schon zeitlebens auf vielfache Weise
unterstiitzen.



meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

(L. Einleitung) 1
(II.  Grundlagen| 3
(L. Transmissible Spongiforme Enzephalopathie (I'SE)| . . . . .. ... ... ... 3
L1 Uberblicd . . . .. ... 3

[1.2. Die verschiedenen Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien|. . . 4
[1.2.1. Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK)| . . . ... .. ... ... ... 4

[1.2.2. Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS)[ . . . . . . . . .. 7

[1.2.3. Kuru (,der lachende Tod®) . . . . ... ... ... ... ...... 7

[1.2.4. Todliche familiare Schlaflosigkeit (FFI)| . . .. ... ... ... .. 8

(1.2.5. 'lTraberkrankheit der Schate und Ziegen| . . . . . . . . . . ... .. 8

[1.2.6. Schwammartige Hirndegeneration der Rinder (BSE)[ . . . . . . .. 9

[1.2.7. Weitere Prionkrankheitenl . . . . . .. . ... ... ... ... .. 10

[1.3. Atiologie: Ein Protein als Erreger| . . . . . . . . . .. ... .. .. ... 11
[1.3.1. Das zellulire Prionprotein PrP®| . . . . . . . . . . ... ... ... 12

[1.3.2. Das pathologische Prionprotein PrP°¢. . . . . . . . .. ... ... 14

(1.3.3. Das Immunsystem und PrP> . . . . . ... ... ... ... ... 15

[1.3.4. Strukturvergleich von PrP® und PrP~¢ . . . . . . ... ... ... 17

[1.3.5. Ubertragung der pathologischen Struktur{ . . . . . .. ... . ... 18

[1.3.6. Die Artenschranke (Speziesbarriere)| . . . . . . . . ... ... ... 19

(L.4. Genetik der Prionkrankheiten beim Menschenl . . . . . . . ... . ... 20

[1.5. Pathogenese der Prionkrankheiten beim Menschen|. . . . . . . . . . .. 20

(1.6. Diagnostik|. . . . . . . . . . ... 22
(1.6.1. Derzeit anerkannte BSE-Nachweismethodenl . . . . . . . ... .. 22

[1.6.1.1. Bioassay (Tierversuch) . . . . ... ... .. .. ... ... 22




Inhaltsverzeichnis

(1.6.1.2. Histologie| . . . . . . . . .. ... 23
[1.6.1.3. Schnelltests) . . . . .. ... oo 24
(L.6.2. Neue Ansatze zum TSE-Nachweis . . .. .. ... ... ... ... 26
[1.6.2.1 Nachweis von PrP~>q . . . . . .. .. ... ... ... ... 26
[1.6.2.2. Nachweis von Surrogatmarkernl . . . . . . ... .. .. .. 29
[1.6.2.3. Amplifizierungs- und Anreicherungsvertahren| . . . . . . . 31

[1.7. Visionen von Therapie und Impfungl . . . . ... ... ... ... ... 33
(1.7.1. Therapeutika] . . . . . . . . . ... ... ... 33
(1.7.2. Imptung| . . . . . .. . . 33
[1.8. Opterzahlen der Epidemie der Bovinen Spongitormen Enzephalopathie] 34
[1.9. Opterzahlen der Neuen Variante der Creutzteldt-Jakob-Krankheit| . . . 39
(1.10. Prionenforschung| . . . . . . . . . . . .. ... ... ... ... 41
[1.11. Risikoeinschatzungl . . . . . . . . .. ... ... ... ... ... .. 42
[2. Zerschaumungsanalyse[. . . . . . . . . ... .o 43
[2.1.  Adsorptive Gasblasentrennmethoden| . . . . . . . .. . ... ... ... 43
[2.2. Grundlagen der Zerschaumungsanalyse[ . . . . . . . ... ... ... .. 45
2.1, Schaum| . . . . ... 45
[2.2.2. Detergenzien|. . . . . . . . ... 47
[2.2.3.  Prinzip der Zerschaumungsanalyse|. . . . . . . . .. ... ... .. 48
[2.2.3.1. Oberflachenadsorption| . . . . . . . . .. ... ... .... 49
[2.2.3.2. Autkonzentrierung im Schaum|. . . . . . .. ... ... .. 50

[2.2.4. Produkte der Zerschaumung . . . . . . . .. .. ... ... ... 52
[2.3. Spezielle Techniken der Zerschaumung| . . . . . . . .. ... ... ... 52
[2.4.  Apparatur und Parameter bei der Zerschaumung . . . . . ... .. .. 53
[2.4.1. Geometrie der Apparatur|. . . . . . . . . ... 53
[2.4.2. Gaseinleitung: Art und Porengrolse] . . . . . . .. . ... ... 54
[2.4.3. Blasengrole| . . . . . . . ... oo 55
[2.4.4.  Gasvolumenstrom, Dauer der Zerschaumung| . . . . . . . ... .. 55
245, Gasartl . . . . . .. 55
[2.4.6.  Schaumungshiltsmittel . . . . .. ... ... ..o 000 56
[2.4.7. Ethzienz der Zerschaumungl . . . . . . ... ... . ... ... .. 56

i



Inhaltsverzeichnis

[2.5.  Zerschaumung von Protemnenl . . . . . . ... ... ... .. ... ... a7
2.0.1. Proteinkonzentrationl . . . . . . . . . ... ..o 57

[2.5.2.  Proteineigenschaften| . . . . . . ... ... .00 57

2.5.3. pH-Wert| . . . . . . ... 57

.54, Tomenstarkel . . . . . . ..o 58

[II. _Praktischer Teil 59
(L. Materialien und Geratel . . . . . . .. ... oL oL 59
[L1. Materialien] . . . . . . . . . 59
(LL1.1. Tierische Rohstoffel . . . . . . .. .. ... .. .. . 59

(I.1.2. Elektrophorese (SDS-PAGE)[. . . . ... ... ... ... ..... 59

(1.1.3. Zerschaumung| . . . . . . . . . ... ... . ... 60

(1.1.4. TSE-Analytikl . . . . . .. ... o 61

M2 Gerle . . . . o oo 61

2. Methodenl. . . . . . . . 63
[2.1.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)[ . . . . . . . . . .. 63
[2.1.1.  Anfertigung des Polyacrylamid-Gels tur SDS-PAGE| . . . . . . .. 63

[2.1.2. Vorbereitung der Proben tur die SDS-PAGE . . . . . .. ... .. 64

[2.1.3. Silberfarbung der PA-Gele| . . . . . . . ..o o000 64

[2.2. Zerschaumung|. . . . . . . . ... 66
[2.2.1.  Proteinfraktionierung/ . . . . . . . . . . . ... ... L. 66

[2.2.2. Anreicherung von Prionprotein|. . . . . . . . .. ... ... .. 66

[2.2.3. BSE-negatives Material| . . . . . . ... ... ... ... ... .. 67

[2.2.4. Anreicherung von infektiosem PrP°¢. . . . . . . .. ... ... .. 67

[2.3.  Reinigung der Geratschatten|. . . . . . . . . ... ... ... ... ... 67

[2.4.  Ermittlung des Prionengehaltes . . . . . . . .. .. ... ... ... .. 68
[2.4.1. Vorbereitung der Proben: Verdauungl . . . . ... ... ... ... 68

242 PFUISA-Testl . . . . .o 000 69

[2.4.3.  Quantifizierung des Priongehaltes . . . . . . . ... ... ... .. 69

[2.4.4. Bewertung der TSE-Infektiositat|. . . . . . ... .. ... ... .. 70

1l



Inhaltsverzeichnis

(IV. Ergebnisse 71
[I. Proteinseparation durch Zerschaumung{ . . . . . ... ... ... ... .... 71
[2. Zerschaumung von rekombinantem PrP in Magermilchf . . . . . . . . . .. .. 74

[2.1. Zerschaumung von rPrP in Magermilch mit Tween 20, SDS und BSA| . 74
[2.2. Zerschaumung mit unterschiedlichen Konzentrationen des Tensides| . . 75
[3.  Zentrifugation von pathologischem Hirnhomogenat|{ . . . . . . . . . .. .. .. 76
K. _Finfluss von Ultraschall und SDS . . . . . . ... ... ... 7
[4.1. PK-verdautes Hirnhomogenat|( . . . . . . .. .. ... ... ... .. .. 78
[4.2. Natives Hirnhomogenat| . . . . . . . . ... .. ... ... ... .... 79
[5. Zerschiumung von rekombinantem PrP¢| . . . . .. . .. ... ... ... .. 80
[6. Verdautes und unverdautes Hirnhomogenat| . . . . . . . ... .. ... ... . 81
[6.1.  Verdautes Hirnhomogenat| . . . . . . ... ... ... ... ... ... 81
[6.2. Unverdautes (natives) Hirnhomogenat| . . . . . ... . ... ... ... 82
[7. Zerschaumung von verschnittenem Hirnhomogenat| . . . . . . . . . . ... .. 84
[8.  Zerschaumung von Gemischen aus Hirnhomogenat| . . . . . . .. ... .. .. 87

[8.1. Anreicherung bei unterschiedlichen Anteilen an BSE-positivem Hirn- |
| homogenat im Gehirngemisch| . . . . . . ... ... 0000 87

[8.2.  Detektion von PrP”¢ in BSE-negativ getestetem Rinderhirn nach Zer- |
[ schaumung| . . . . . . . .. 88

[8.3. Zerschaumung von Gehirn-Gemisch mit sehr geringem Anteil an pa- |

[ thologischem Hirnhomogenat| . . . . . . ... ... .. ... ... ... 90
V. Diskussion| 91
(1. Zerschaumung von infektiosem Materiall . . . . . . . .. ... ... ... ... 91
[1.1. Inaktivierung des PrP°¢ und Reinigung der Apparatur| . . . . .. . .. 91

[1.2. Aerosolbildung des PrP>¢ . . . . . . . . ... ... ... .. .. .... 92

[1.3. Dimensionierung der Zerschaumungsapparatur|. . . . . . . . . . . . .. 92

[2.  Quelle des pathologischen Prionproteins| . . . . . . ... ... ... ... ... 93
[3.  Losungsmittel fur die Zerschaumung| . . . . . . . . . .. ... ... ... .. 94
M. Generieren des Schaumesl . . . . . . . ... 94
[>.  Schaumungshiltsmittel SDS| . . . . . . ..o 00000 95
(.1, SDS-Konzentrationl . . . . . . . . . . . .. . .. ... ... . ... 96

v



Inhaltsverzeichnis

[5.1.1. Auswirkung von SDS auf die Anreicherung von PrP°¢ . . . . . . . 96

[5.1.2.  Auswirkung von SDS auf den RLISAl . . . ... .. ... ... . 97

[5.1.3.  Wirkung des SDS aut das pathologische Prionprotein| . . . . . . . 97

[5.2.  SDS und Ultraschallbehandlung von PrP>9. . . . . . . ... ... ... 97

(6. Zentrifugationsverhalten von PrP>q. . . . . . . ... .. ... ... ... ... 98
[7. Stationare Zerschaumung| . . . . . . . . . ... 98
I8.  Proteaseaktivitit und Verdauungsstabilitit von PrP~>¢ . . . . . . . . ... .. 100
[9.  Zerschaumungsverhalten der Matrix Hirnhomogenat| . . . . . . . . . ... . . 100
[9.1. Separation dispergierter Zellfragmente, . . . . . . . . . ... ... ... 101

[9.2. Proteinseparation|. . . . . . . ... ..o 102

[9.3. Art der Aggregation des PrP>¢ . . . . . . ... ... ... ... ... 103

[9.3.1. Aggregation des PrP>¢ . . . . . ... ... ... ... ... 103

9.3.2. Assoziation des PrP>9. . . . . . . ... ... .. 104

(10. Auswirkungen der Proteolyse des Hirnhomogenates| . . . . . . . . . .. . . .. 104
[11. Konzentration der Zielkomponente in der Vorlage, . . . . . . . .. .. ... .. 107
[12. Maximal erzielbare Anreicherung . . . . . . . . .. ..o 109
[13. Anwendung der Zerschaumung zur Probenautarbeitungl . . . . . . . ... .. 110
[14. Relevanz der entwickelten Zerschaumungsmethode| . . . . . . . . . . . .. .. 110
[VI.  Zusammenfassung| 113
[A.  Anhang| 115
[1.  Fotografie der Zerschaumungsapparatur fur pathologisches Hirnhomogenat| . . 115
[2. Tabellen zu den Abbildungen im Ergebnistell| . . . . . . .. ... ... ... . 116
[Literaturverzeichnis| 121
[Abbildungsverzeichnis| 138
(labellenverzeichnis| 140



Abkiirzungsverzeichnis

BFAV
BSA
BSE

Co

CDI
CE-LIF
CJK
cme

Cs
CTAB
CWD
DNS
DRMs
EIA
ELISA
ER
FFI
FSE

g

g
GB

GM
GPI-
GSS

HCI
HRP
hu

i.c.
IEP
IHC
kb
kDa
KOH

v

Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten

bovines Serum-Albumin

schwammartige Hirndegeneration der Rinder (Bovine Spongiforme
Enzephalopathie, Rinderwahnsinn)

(Anfangs-) Konzentration in der Vorlage
konformationsabhéngiger Immunoassay
Kapillarelektrophorese mit Laser-induzierter Fluoreszenz
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD: Creutzfeldt-Jakob Disease)
kritische Mizellenkonzentration (critical micell concentration)
Konzentration im Spumat

Cetyl-trimethyl-ammoniumbromid

chronisch zehrende Krankheit der Hirsche (Chronic Wasting Disease)
Desoxyribonukleinsaure

detergent-resistant membrane domains, rafts
Enzymimmunoassay

enzyme-linked immunosorbent assay

Anreicherungsfaktor (enrichment ratio)

Tédliche familidre Schlaflosigkeit (Fatal Familial Insomnia)
Feline Spongiforme Enzephalopathie

Gramm

Gravitation, Erdbeschleunigung

Grofsbritannien

Grofsenmarker

Glycosyl-Phosphatidylinositol-
Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrom

Stunde

Salzsaure

horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)

human (menschlich, vom Menschen)

elektrische Stromstéarke

intracerebral, in das Gehirn

Isoelektrischer Punkt

immunohistochemische Untersuchung

Kilobasen

Kilodalton

Kaliumhydroxid

Liter

Mikroliter



Abkiirzungsverzeichnis

mL

mA
MBM
MMG
MW
)
NaOCl
NaOH
NaOH
NMR
nn

ns
nvCJK

O.LLE.
0O.D.
PAGE
PBS

PCR
PK
PMCA
PrnP
PrP
PI"P27_30
PrP33735
PrpP¢
PrPres
Prpse

R

RNS
rPrP

S

SAF
SBO
sCJK
SDS
SDS-PAGE
SHa,

Milliliter

Teilchenkonzentration [Mol/L|

Milliampere

meat and bone meal, Fleisch- und Knochenmehl

i Magermilch in H,O

Molekulargewicht

Stoffmenge in der Vorlage

Natriumhypochlorit (Chlorbleichlauge)

Natriumhydroxid

Natronlauge

nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)

nicht nachweisbar

Stoffmenge im Spumat

neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJD: new variant
Creutzfeldt-Jakob disease)

Internationales Tierseuchenamt, Paris

optische Dichte

Polyacrylamid-Gelektrophorese

Phosphat-gepufferte, physiologische Kochsalzlosung (phosphate buffe-
red saline)

Polymerase chain reaction

Proteinase K

protein misfolding cyclic amplification

die fiir PrP kodierenden Gene

Prionprotein

Prionprotein mit der Molekiilmasse 27 bis 30 Kilodalton
Prionprotein mit der Molekiilmasse 33 bis 35 Kilodalton
zelluldres Prionprotein (,cellular”)

gegen Protease K-Verdau weitgehend stabiles Prionprotein
Scrapie Prionprotein

Wiederfindung

Ribonukleinsédure

rekombinantes PrP

Sekunde

Scrapie associated fibrils

specified bovine offals, spezifizierte bovine Schlachtabfille
sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate)
SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

syrischer Hamster

vil



Abkiirzungsverzeichnis

™ Tiermehl

TME iibertraghare Hirndegeneration der Nerze (Transmissible Mink Enze-
phalopathie)

TSE Transmissible Spongiforme Enzephalopathie

U elektrische Spannung

UK United Kingdom

\Y% Volt

V Volumen

Vo Volumen der Vorlage

Vs Volumen des Spumates

vCJK neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD: variant

Creutzfeldt-Jakob disease)

viil



|. Einleitung

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSEs,; Prionkrankheiten) bei Mensch und
Tier sind neurodegenerative Erkrankungen, die bislang todlich 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 tiberwunden hatte, und Félle einer bis da-
hin unbekannten Form der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) beim Menschen bekannt
wurden, bestand schnell der Verdacht, es kdnnte hier ein Zusammenhang bestehen. Be-
fiirchtungen traten auf, die neue Variante der CJK kénnte durch Produkte aus tierischen
Rohstoffen auf Menschen iibertragen werden und viele Opfer fordern.

Um Infektionen zu verhindern, wurden zunéchst die Verbreitungswege infektiosen Mate-
rials durch verschiedene Mafinahmen unterbrochen. Im Weiteren war es wichtig, empfind-
liche diagnostische Methoden zur Verfiigung zu haben, um Krankheitsfille bei Mensch
und Tier erkennen zu konnen. Denn im Hinblick auf eine Therapie ist das rechtzeitige
Erkennen einer Infektion von zentraler Bedeutung.

Diagnoseverfahren fiir 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 moglich. Ein Nachweis des Erregers dieser Erkrankungen, des
infektiosen Prionproteins, aus anderen Korperfliissigkeiten scheitert bislang an der zu ge-
ringen Konzentration des Erregers in anderen Organen oder Korperfliissigkeiten. Durch
Konzentrierung kénnte dieses Problem gelost werden.

Eine Methode zur Anreicherung und Abtrennung von Stoffen aus wéssrigen Losungen, die
vom Prinzip her bereits 1925 von Ostwald [OSTWALD 1925| beschrieben wurde, ist die
Zerschdumungsanalyse. Sie ermoglicht es, sowohl polare als auch unpolare Komponenten
aus wassrigen Losungen anzureichern oder zu separieren. Die Zerschdumung bietet ver-
schiedenste Vorteile gegeniiber alternativen Techniken. Aus 6konomischer Sicht ist diese
Methode denkbar giinstig, es fallen vergleichsweise kaum Kosten fiir die Errichtung einer
Anlage noch fiir den Betrieb an. Weiterhin ist die Zerschdumung sehr schonend fiir das
Substrat, zumal keine Temperaturbelastung des Produktes auftritt [SCHNEPF 1959]. Ein
grofser Vorteil aus 0kologischer Sicht ist, dass keinerlei Losungsmittel notwendig sind, die
bei vielen Extraktionsmethoden sowohl im Produkt als auch beim Herstellungsprozess
problematisch sind. Gerade bei sehr verdiinnten Losungen, wo sich bei anderen Trenn-



Kapitel I. Einleitung

methoden die Betriebskosten durch den hohen Volumendurchsatz massiv steigern, ist die
Zerschdumung 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 verdiinnten Losungen besonders hohe Anreicherungen zu erzielen vermag.
In der Analytik ist es oft von entscheidender Bedeutung, einen gewissen Schwellenwert in
der Konzentration zu iiberschreiten, um eine Detektion zu ermoglichen. Dieses Problem —
die Erfassung geringster Konzentrationen — stellt auch bei der in vivo Diagnose der Trans-
missiblen Spongiformen Enzephalopathien eine grofe Herausforderung dar. Die minimalen
Stoffmengen sind die Hauptursache dafiir, dass die BSE (Bovine Spongiforme Enzephalo-
pathie) sowie die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) bislang nur post mortem nach einer
immunologischen Untersuchung des Stammbhirnes eindeutig belegt werden kénnen.

Ziel der Arbeit

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



lI. Grundlagen

1. Prionkrankheiten, Transmissible Spongiforme
Enzephalopathien (TSE)

1.1. Uberblick

Die Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSEs) sind Prionkrankheiten, die
ibertragbar (transmissibel) sind und eine schwammartige Hirndegeneration (spongiforme
Enzephalopathie) hervorrufen.

Die Bezeichnung ,Prionkrankheiten® rithrt daher, dass Ubertragung sowie Entwicklung
der krankhaften Verédnderung im Hirn (Pathologie) auf ein Protein zuriickzufiihren sind,
das sog. Prionprotein oder kurz Prion. Dieses Protein kann in unterschiedlichen Struktur-
formen vorliegen. In der sog. zelluldren Strukturform ist das Prionprotein funktioneller
Bestandteil des gesunden Organismus. In verdnderten Formen beeintrachtigt es jedoch
die Funktion des Gehirns und bildet im Gehirngewebe Aggregate aus, die das Gewebe
schidigen und letztlich zerstoren, was bislang unausweichlich den Tod zur Folge hat.
Diese Prionkrankheiten sind nur z.T. ansteckend im klassischen Sinne, dennoch zéhlt man
sie zu den Infektionskrankheiten. Die Bezeichnung ,transmissibel“ im Namen der Krank-
heiten deutet auf die Tatsache hin, dass sie zwischen Arten iibertragbar sind, man spricht
von der Uberwindung der Spezies-Barriere. Diese findet i.d.R. nicht durch natiirliche In-
fektion statt.

Die Prionkrankheiten (TSEs) des Menschen haben eine niedrige Inzidenz und waren da-
her friither kein fiir die Allgemeinheit dringliches Problem. Erst durch die BSE-Epidemie
und deren Zusammenhang mit einer moglicherweise dhnlich starken Ausbreitung der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) beim Menschen wurden die TSEs in das Interessens-
feld einer grofen Offentlichkeit geriickt.

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 Sit-
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
IWELLS 1987]. Nach gehéduftem Auftreten von BSE forcierte man in Grofbritannien 1990
die epidemiologische Uberwachung der CJK. Ab 1995 erkrankten und verstarben viele
Menschen an der neuen Variante der CJK. Diese, so wurde vermutet, konne kausal mit
der BSE verkniipft sein.

Der grofte Schritt hin zu einem Versténdnis der TSE war die von Prusiner [PRUSINER 1982]
verdffentlichte These, dass bei den Prionkrankheiten ein bis dahin nicht bekannter Mecha-
nismus der Ubertragung und Entwicklung von Krankheiten auftritt, der lediglich durch
Proteine bzw. deren raumliche Struktur bedingt wird.

1.2. Die verschiedenen Transmissiblen Spongiformen
Enzephalopathien

Einen Uberblick iiber die bislang bekannten Transmissiblen Spongiformen Enzephalopa-
thien bei verschiedenen Spezies gibt Tabelle (Seite [5)), eine detaillierte Beschreibung
der aufgezahlten Erkrankungen folgt.

1.2.1. Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK)

1920 beschrieb Hans Creutzfeldt [CREUTZFELDT 1920], 1921 unabhéngig davon Alfons
Jakob [JAKOB 1921al, ein seltenes Symptom, eine ,spastische Pseudosklerose”, die heute
die Bezeichnung Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) tréigt. Je nach Ursache bzw. Uber-
tragungsweg werden verschiedene Formen unterschieden.

Statistische Erhebungen iiber die Entwicklung der Opferzahlen der CJK in Grofsbritannien
sowie aktuelle internationale CJK-Félle werden unter II[I.9 ab Seite [39] prasentiert.

Bei der sporadischen (idiopatischen) Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJK) kann eine In-
fektionsquelle fiir die Erkrankung nicht identifiziert werden. Als Ursache sind zufillige
somatische Anderungen des PRN sowie spontane Konformationsidnderungen des be-
reits exprimierten Prionproteins denkbar. Letztere konnten in einer Art Kettenreaktion
(wie bei allen Prionkrankheiten) ihre Fehlfaltung auf weitere gesunde PrP¢ iibertragen.
[BUDKA 20014

Die Inzidenz dieser Form betrigt 0,3 bis 1,3 Fille pro 10° Einwohner pro Jahr. Sie macht
80 bis 90 % aller CJK-Fille aus [DELASNERIE-LAUPRETRE 1995].

Bei der sCJK ist weiterhin festzustellen, dass bestimmte genetische Konstellationen die
Entstehung der Krankheit begiinstigen. 72 % aller an dieser Form der CJK Erkrankten

2 Gen, das fiir das Prionprotein kodiert
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Tabelle II.1.: Uberblick tiber die einzelnen Formen der Transmissiblen Spongiformen Enzepha-
lopathien (TSE) bei Mensch und Tier [HORNLIMANN 2001b)

Vor- Krankheitsformen Internationale Kurzbe- | Quelle und Jahr der
kommen Bezeichnung zeichnung | Erstbeschreibung
bei
Mensch | Creutzfeldt-Jakob- Creutzfeldt- CJK |[CREUTZFELDT 1920)]
Krankheit Jakob-Disease
sporadisch sCJK [JAKOB 1921h)],
[JAKOB 1921al
iatrogen iCJK
familidr-genetisch fCJK
neue Variante nvCJK | [WILL 1996]
Gerstmann- Gerstmann- GSS [DimiTz 1913|
Stréussler-Scheinker- | Straussler- [GERSTMANN 1928
Syndrom Scheinker- |[GERSTMANN 1936]
Syndrom
Kuru Kuru Kuru [Z1GAS 1957|
Todliche (oder leta- | Fatal Familiar | FFI [LUGARESI 1986b]
le) familidre Schlaflo- | Insomnia
sigkeit
Tier Traberkrankheit der | Scrapie Scrapie | 1732 nach
Schafe und Ziegen IMCGOWAN 1922]
tibertragbare Hirnde- | Transmissible TME [BURGER. 1965],
generation der Nerze | Mink [HARTSOUGH 1965]
Encephalopathy
Chronisch  zehrende | Chronic CWD [WILLIAMS 1980)]
Krankheit der Hirsche | Wasting
Disease
Schwammartige Hirn- | Bovine BSE [WELLS 1987
degeneration der | Spongiforme [JEFFREY 1988|
Rinder wund rinder- | Encephalopathy
artigen Wiederkauer
(Bovidae)
Feline FSE [IWyATT 1990]
Spongiforme
Encephalopathy
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sind auf dem PRNP am Codon 129 homozygot fiir die Aminosdure Methionin, wihrend
diese Genkonstellation nur bei 37 % der gesamten Bevolkerung auftritt [PALMER 1991].

Die familidre CJK (fCJK, familidr-genetisch bedingt, hereditér) wird autosomal-dominant
vererbt. In betroffenen Familien wurden unterschiedliche PRNP-Punktmutationen sowie
Insertionsmutationen nachgewiesen. Die fCJK macht etwa 10 % aller CJK-Falle aus.
[BUDKA 20014

Die Iatrogen erworbene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJK) umfasst die Félle, bei denen

die Ubertragung der CJK durch medizinische Eingriffe oder Unfille (akzidentell) erfolgt
war. Am haufigsten wurde diese sehr seltene Form iCJK durch parenterale Verabreichung
von kontaminiertem Wachstumshormon tibertragen. Diese Préparate werden aus Hypo-
physen von Leichen extrahiert. Weiterhin nimmt man Transplantationen (z.B. Augen-
hornhauttransplantationen oder Ubertragungen der harten Hirnhaut) oder unzureichend
inaktivierte neurochirurgische Instrumente als Ubertragungsweg an. [BUDKA 2001a]

Bis 1998 wurden weltweit etwa 180 Fille 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 Grokbritannien auf [WILL 1996].
Nach den ersten Fillen von BSE wurde in Grofbritannien eine verstiarkte Uberwachung
der CJK eingeleitet. Man wollte mit einem eigens eingefithrten Uberwachungsprogramm
etwaige Anderungen in der Epidemiologie oder bei anderen Charakteristika der CJK erfas-
sen. Ende 1995 wurden in Grofsbritannien Félle 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-Félle ab.

Die Ursache der nvCJK wird nach wie vor (von der tiberwiegenden Mehrheit der Wissen-
schaftler) im Konsum von stark erregerhaltigem bovinem Gewebe gesehen. Man vermutet,
dass in den 80er Jahren tierisches Gewebe (v.a. Riickenmark) 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 gegeniiber dem infektiosem 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-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS)

Erstmalige Erwéhnung findet das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) bereits
1913 und 1928 [DimiTZ 1913, [GERSTMANN 1928]|. Ausfiihrlich beschrieben wurde sie 1936
von Josef Gerstmann, Erwin Stridussler und Isaak Scheinker [GERSTMANN 1936]. Das
GSS ist ausschlieklich erblich bedingt und Prototyp einer autosomal-dominant vererbten
familidren TSE. Nach neuen Forschungsergebnissen erscheint es nicht gerechtfertigt, wei-
terhin zwischen GSS und familidrer CJK zu unterscheiden [BUDKA 2001¢c]|. GSS konnte
im Versuch auf Affen [MASTERS 1981, Ratten und Mé&use |[TATEISHI 1997 iibertragen
werden.

1.2.3. Kuru (,,der lachende Tod")

Diese Prionerkrankung des Menschen wurde 1957 erstmals detailliert beschrieben
[Z1GAS 1957]. Die Erfahrungen mit Kuru waren fiir den Verlauf der Erforschung der ge-
samten TSEs sehr aufschlussreich, denn viele Erkenntnisse iber Ansteckung, Verbreitung
und Verlauf der Kuru zeigten deutliche Parallelen zu anderen Prionkrankheiten.

Kuru ist eine Krankheit, die bei einigen Volksstdmmen, v.a. bei den Fore, den Eingebore-
nen im ostlichen Hochland von Papua Neuguinea, auftrat [GAJDUSEK 1966]. Als Ursachen
gelten der Endokannibalismus sowie spezielle rituelle Handlungen mit den Verstorbenen
[Z1GAs 1990]. Mitte der Fiunfziger Jahre wurden diese Riten eingestellt und die Anzahl
der Erkrankungen ging zuriick, heutzutage gibt es keine neuen Fille mehr.

Zum einen wurde infektioses Hirngewebe verstorbener Angehoriger verzehrt (enterale Auf-
nahme). Ein anderer Infektionsweg war die parenterale Aufnahme iiber die Kérperoberflé-
che, vor allem {iber die Schleimhéute. Nach der Entfernung des Gehirns aus dem Schédel
verrieben die Fore dieses auf dem ganzen Korper. Von den beiden Infektionswegen ist der
parenterale Weg wesentlich effizienter als der enterale und hat eine kiirzere Inkubationszeit
zur Folge. Eine direkt-horizontale Ubertragung (natiirliche Ubertragung 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. [HORNLIMANN 2001d|
Selbst erkrankte stillende Miitter iibertrugen Kuru nicht durch die Muttermilch auf ihre
Kinder [ALPERS 1979].

Mitte der Fiinfziger Jahre wurden diese Riten eingestellt und die Anzahl der Erkrankun-
gen ging zuriick, heutzutage sind keine neuen Falle bekannt.

Hirnschnitte von Kuruopfern weisen die fiir Prionkrankheiten typischen mikroskopisch
kleinen Locher (Vakuolen) und Kuru-Plaques auf. Speziell bei Kuru befinden sich die-
se Gewebezerstorungen im Kleinhirn, was die Symptomatik der Krankheit bedingt. Die
kuruspezifischen Verhaltensweisen, ein Lécheln im Anfangsstadium, das sich weiter bis
zu euphorischen Phasen steigert, sowie eine Neigung zu Gelachter und Gekicher von Er-
krankten liegen der Bezeichnung ,der lachende Tod“ zugrunde. [HORNLIMANN 2001d]|
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1.2.4. Tddliche (oder letale) familidre Schlaflosigkeit (fatal familial insomnia,
FFI)

Die todliche familidre Schlaflosigkeit (,fatal familial insomnia“, FFI) ist eine weitere fa-
milidre (genetische, erbliche, hereditdre) Prionkrankheit des Menschen. Diese autosomal-
dominant vererbbare neurodegenerative Krankheit ist charakterisiert durch progrediente,
unabénderliche Schlaflosigkeit, Dysautonomie und motorische Ausfille [LUGARESI 1986D)].
Jedoch handelt es sich hier um einen anderen genetischen Defekt (Mutation) als beim
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom oder bei der familidren CJK. Die erstmalige Be-
schreibung erfolgte 1986 [LUGARESI 1986al, LUGARESI 1986Dh]. Die Erkrankung bedingt
eine Schlaflosigkeit, die letal endet [HORNLIMANN 2001d].

1995 gelang erstmals eine experimentelle Ubertragung dieser Erkrankung [TATEISHI 1995].
Empfanglich fiir diese Krankheit sind nur Menschen, die Trager einer bestimmten, pra-
disponierenden genetischen Mutation sind. [BUDKA 2001b]

Bei den familidren Prionkrankheiten des Menschen FFI, GSS, fCJK kénnen aufgrund ihrer
hereditéaren Natur jeweils im Stammbaum der betroffenen Familien weitere Félle gefunden
werden [HORNLIMANN 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 friithesten (1732) be-
schriebene Prionkrankheit und befillt Schafe und Ziegen [MCGOWAN 1922]. In England
wurde Scrapie zwischen 1920 und 1950 durch das gehdufte Auftreten bereits zu einem
wirtschaftlichen Problem, was eine Erforschung notwendig werden liefs. Vermutlich erfolgte
damals auch die Verbreitung der Krankheit in etliche weitere Lander [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 Ubertragbarkeit zwischen verschiedenen Species erkannte.

Aufgrund der Inkubationszeit, des Lésionsprofiles (Verteilungsmuster der pathologischen
Veriinderungen im Gehirn), der Empfindlichkeit des PrP%¢ gegeniiber Verdau mit Prote-
inase K (PK) sowie weiterer Kriterien kénnen bislang mehr als 15 Scrapie-Erregerstamme
unterschieden werden [DETWILER 2001].

Die experimentelle Ubertragung der Scrapie gelang zuerst 1936 und 1938, der infektiose
Charakter dieser Erkrankung war somit nachgewiesen [CUILLE 1936, [(CUILLE 1938].

Die Ubertragung der Scrapie zwischen Schafen resp. Ziegen erfolgt nach Pattison in ers-
ter Linie maternal. Entweder intrauterin oder extrauterin, als Folge des engen Kontakts
wihrend und nach der Geburt |[PATTISON 1972, [PATTISON 1974]. Der Erreger wird im
Fruchtwasser oder in der Plazenta ausgeschieden und kann so auf Lammer und &altere
Tiere tibertragen werden [BROTHERSTON 1968|. Die Aufnahme des Erregers erfolgt tiber
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den Verdauungstrakt [HADLOW 1982, tiber Bindehdute [HARALAMBIEV 1973| oder iiber
Hautlisionen [STAMP 1959]. Eventuell kann es auch zu einer Ubertragung durch Heumil-
ben kommen [WISNIEWSKI 1996].

Wie bei allen Prionkrankheiten kommt es zu einer Schédigung des Zentralen Nervensys-
tems. Bei der Scrapie dufsert sich das vor allem in Form von Juckreiz und in der Folge
Scheuern, Nervositat und Aggressivitit, Schreckhaftigkeit, Bewegungsstorungen, Festlie-
gen, Zittern und letztlich dem Tod. [DETWILER. 2001

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

1986 wurde, erstmals am zentralen britischen Veterindrlabor, bei der histologischen Ge-
hirnuntersuchung eines Rindergehirns eine lichtmikroskopisch sichtbare Durchlocherung
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 Grofsbritannien (GB) auf. Der Zusatz
von Tiermehl zu Futter von Schwein, Schaf und Rind war seit Ende des 19. Jahrhunderts
in GB und vielen weiteren Léndern verbreitet. Die Verfiitterung dieser Stoffe, in die u.a.
Hirngewebe von infizierten Schafen einfloss, begann aber erst Probleme aufzuwerfen, als
die Technologie der Tierkorperverwertung in GB in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts
massiv gedndert 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 fiir die Ubertragung des
infektitsen Materials zwischen den beiden Arten. [WILESMITH 1991]

Das Verbot der Verfiitterung von Wiederkduerprotein an Wiederkduer wurde in GB 1988
erlassen. Die positiven Auswirkungen dieser Maknahme zeigten sich erst 1993 in der Uber-
windung des Hohepunktes der Epidemiekurve. [HORNLIMANN 2001c]

Die klinischen Symptome schreiten mit Dauer der Erkrankung fort und dauern Wochen
bis Monate, zuletzt folgt der Tod. In erster Linie sind dies Ubererregbarkeit, Nervositit,
Angstlichkeit, Uberempfindlichkeit auf Larm, Beriithrung, z.T. auch Licht sowie spéter
Ataxie bis hin zum Festliegen [SCHICKER 2001].

Wie die herdeninterne Inzidenz der BSE zeigt, ist eine horizontale Ubertragung (von Rind
zu Rind) nicht anzunehmen [WILESMITH 1996]. Denn eine Héufung von Krankheitsfil-
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 Verfiitterung von ovinem PrP*¢ an Rinder ausgelést wurde.
Dies geschah durch unzureichende Inaktivierung des Prionproteins wéihrend der Gewin-
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nung des Tiermehls aus kranken Schafskérpern, das anschliefsend an Rinder verfiittert
wurde [WILESMITH 1991]. Das Uberwinden der Speziesbarriere, also das Uberschreiten
der Artengrenze, erfolgte demzufolge in einer Anpassung des Erregerproteins vom Schaf
an das Rind. Es kam hier zu einer Modifikation, denn das bovine PrP°¢ unterscheidet sich
von jedem einzelnen der ovinen Erregerstimme [FRASER 1992].

Eine dhnliche Theorie besagt, dass die BSE bereits langer in einer symptomlosen Form
existierte, aber erst durch das verdnderte Aufbereitungsverfahren des Tiermehls ausuferte,
bzw. nur die Inzidenz durch den sorglosen Umgang bei der Herstellung von Tierkorpermehl
erhoht wurde. [HORNLIMANN 2001¢]

Weiterhin geht eine andere Theorie davon aus, dass der Scrapie-Erreger eine molekulare
Anderung erfahren hat, welche die Virulenz steigerte und so die Artenschranke iberwinden
konnte [WILESMITH 1994].

Eine Theorie, die in eine vollig 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 Veroffentlichungen, die diese Theorie stiitzen wiirden, liegen nicht
Vor.

Im Jahr 2005 wurde eine weitere Theorie zum Ursprung der BSE veroffentlicht. Sie besagt,
dass die BSE in Europa, v.a. in GB, von kontaminiertem Tiermehl ausgelost 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]

Wiéhrend frither davon ausgegangen wurde, dass es nur eine Variante der BSE und somit
einen Stamm von infektitsem 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 frither bekannten Form der BSE nicht betroffen waren. Der Erregerstamm
ist dem Prionprotein dhnlich, das die spontan auftretende sCJK hervorruft. Ob nun diese
neu gefundene PrP-Variante verantwortlich fiir das Uberspringen der Speziesgrenze ist,
bleibt zu erforschen.

Statistische Erhebungen iiber die Entwicklung der Opferzahlen der BSE in Deutschland
und Groftbritannien sowie aktuelle internationale BSE-Félle sind am Ende dieses Kapitels

unter II[1.8| (ab Seite [34)) dargestellt.

1.2.7. Weitere Prionkrankheiten

Im Folgenden werden einige TSEs angefiihrt, die aufgrund geringerer Bedeutung nicht
detailliert beschrieben werden. Allen gemeinsam sind die mehr oder minder dhnlichen, fiir
die Prionkrankheiten typischen, Symptome. Weiterhin enden sie wie alle Prionkrankheiten
bislang letal.

10
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e 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].

e Ubertragbare Hirndegeneration der Nerze
(transmissible mink encephalopathy, TME)
Diese  Prionkrankheit betrifft —ausschlieflich Farmnerze (Mustela wvison)
[HADLOW 2001]. TME als seltene, nicht ansteckende Prionkrankheit ist verursacht
durch die Verfiitterung von mit dem TSE-Erreger kontaminierten Material an diese
Tiere [MARSH 1993].

e Prionkrankheiten bei Zootieren
In britischen zoologischen Géarten werden seit 1986 immer wieder spongiforme FEnze-
phalopathien bei Wildtieren festgestellt. Bei den betroffenen Individuen handelte es
sich entweder um Vertreter der Familien der Horntrdger 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]

e Feline spongiforme Enzephalopathie (FSE) der Katzen
Neben den in zoologischen Gérten in GB an FSE erkrankten Tieren aus der Familie
der Felinae gab es auch einige Félle bei Hauskatzen [HEWICKER-TRAUTWEIN 2001].

1.3. Atiologie: Ein Protein als Erreger

Das pathologische Prionprotein (PrP®¢) war bei der ersten Beschreibung der Prionkrank-
heiten noch nicht als Erreger dieser Gruppe von todlichen 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 stiitzen diese ,Nur-Protein-Hypothese* [LEGNAME 2004].
Auch der jiingst gegliickte Versuch, infektitses 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) dulerte, stiefs er auf groke 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 enthélt. Bis dahin war es undenkbar, dass ein Krankheitserreger sich ohne
die Erbsubstanz DNS (Desoxyribonukleinséure) im Wirtsorganismus vermehren und ei-
ne Infektionskrankheit hervorrufen konnte. Ein Replikationsmechanismus ohne Beteilung
von DNS wurde nie zuvor beschrieben. Selbst Viren enthalten DNS, und die kleinsten

11
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bekannten Krankheitserreger, die Virionen, bestehen ausschlieflich aus Erbgut (DNS).
[PRUSINER 1998]

Ursache fiir die Prionkrankheiten ist eine ,,Fehlfaltung” des gesunden, kérpereigenen Prion-
proteins PrP¢ (C fiir cellular, d.h. zelluliir) hin zu einer infektiésen, pathologischen (krank-
haften) und pathogenen (krankmachenden) Form, dem PrP*¢ (Sc fiir Scrapie). Die Be-
zeichnung PrP°¢ wird fiir das pathologische Prionprotein bei Prionkrankheiten allgemein
verwendet, wenngleich diese nicht identisch mit dem PrP>¢ der Scrapie sind.

Das PrP°¢ bewirkt im Wirtsorganismus keine Replikation bzw. Expression des eigenen
Proteins. Es betreibt auch keinen eigenen Stoffwechsel wie zelluldre Erreger (z.B. Bak-
terien), sondern iibertriigt seine Struktur auf ein anderes Protein, das die gleiche (oder
eine dhnliche, im Falle des Uberschreitens der Speziesgrenze) Primérstruktur hat. Das
PrP%¢ muss somit keinen stofflichen Umbau bewirken, sondern lediglich die Konformati-
on (Sekundir-, Tertiir- und evtl. Quartirstruktur) des vorhandenen PrP¢ findern, also
die eigene raumliche Anordnung auf ein gesundes PrP¢ iibertragen. Dieses Kopieren der
infektivsen Form des PrP%¢ auf PrP¢ liauft dann in Form einer Kettenreaktion weiter.
[PRUSINER.1991]

Das PrP agiert (in seiner pathologischen Form) als Chaperon fiir sich selbst (in der zellu-
laren Form) |[RIESNER 2001a].

Die pathologische (pathogene, infektiose) Form des Prionproteins hat einen deutlich er-
hohten Anteil an 3-Faltblattbereichen gegeniiber dem gesunden PrP¢, dessen Sekundai-
struktur iiberwiegend aus a-Helix besteht [PAN 1993].

Im Folgenden werden bedeutende Grundlagen iiber 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 fiir 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-
turaufklarung auf Basis dieses Proteins durchgefiihrt wurde.

1.3.1. Das zelluldre Prionprotein PrP®

Das humane PrP¢ ist ein Glykoprotein, d.h. ein konjugiertes Protein, das im Molekiil
neben der Aminosdurekette auch Kohlenhydrate enthélt. Die Aminosdurekette weist eine
Lénge von 253 Aminosduren auf [KRETZSCHMAR 1986]. Das fiir 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) Lédnge zusammen. Die Sequenz des PrP
liegt auf dem zweiten Exon [PUCKETT 1991]. Die genomische Struktur des PRNP ist bei
vielen Saugetieren dhnlich. Auf Aminoséureebene findet sich eine ausgepriagte Homolo-
gie der Prionproteine von verschiedenen Saugetierspezies. Paarweise Vergleiche der Ami-
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nosiuresequenz des PrP verschiedener Siugerspezies zeigten eine Ubereinstimmung von
i.d.R. tiber 90 % [ScHATZL 1995|. Diese Gegebenheit ist von zentraler Bedeutung fiir die
Transmissibilitdt der TSEs zwischen unterschiedlichen Spezies. Weiterhin ist diese grofie
Ahnlichkeit Ursache dafiir, dass iibertragene pathologische Prionproteine oder bereits zu
PrP% umgewandeltes kérpereigenes PrP¢ vom Immunsystem nicht als kérperfremd bzw.
pathologisch erkannt werden.

Das zellulire Prionprotein PrP® ist ein Membranprotein. Es wird iiberwiegend auf der
Oberflache von Neuronen (Nervenzellen) gebildet, aber auch an der Zellwand von Astro-
zyten sowie in einer Vielzahl verschiedener anderer Zelltypen exprimiert
IKRETZSCHMAR. 1986|, [LIBERSKI 1992, IMOSER 1995].

Die Bildung des PrP¢ erfolgt in Hirn, Riickenmark, Lunge, Milz und Muskeln
IBASLER 1986, BENDHEIM 1992), [OESCH 1985].

Aus funktioneller Sicht ist die kupferbindende Eigenschaft des zellularen Prionproteins
von zentraler Bedeutung [BROUSOLLE 1989, ISTOCKEL 1998, [VILES 1999].

Jiingst wurde festgestellt, dass das Prionprotein bei Méusen eine positive Wirkung auf
adulte blutbildende Stammzellen ausiibt, indem es deren Uberleben in Stresssituationen
begiinstigt. Bei Méausen ohne das PRNP (knock-out Méause) wird die Blutbildung durch
Myelotoxine empfindlich geschwécht. Im Falle von ektopischerﬂ Expression von PrP in
Knochenmarkszellen gewinnen diese Tiere jedoch die Fahigkeit zur Blutbildung zuriick
[ZHANG 2006].

Am N-Terminus weist das humane PrP¢ eine Signalsequenz von 22 Aminosiuren auf.
Am entgegengesetzten Ende der Proteinkette (C-Terminus) wird beim sog. Reifen des
Proteins eine Sequenz von 23 Aminosduren abgespalten und am Serinrest 230 ein GPI-
Anker (Glykosyl-Phosphatidylinositol-Anker) angefiigt. Uber diesen GPI-Anker ist das
reife PrP¢ in der Zelloberfliche verankert [STAHL 1987]. Die Verankerung erfolgt in sog.
DRMs (detergent-resistant membrane domains), auch als ,rafts* bezeichneten, Strukturen
[SARNATARO 2004].

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

Die N-terminale Héalfte des Prionproteins enthélt eine vierfache Octarepeatregion, die
Kupferionen-bindende Eigenschaften aufweist [BROUSOLLE 1989, [HORNSHAW 19954,
[HORNSHAW 1995b]. Weiterhin besitzt das PrP¢ eine Disulfidbriicke zwischen zwei Cystein-
Resten [STAHL 1991], die essentiell fiir die Stabilitdt der dreidimensionalen Struktur ist
IMEHLHORN 1996|. Schematisch dargestellt ist dies in den Abbildungen (Seite

sowie [[L.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 wvoller
Linge  besteht SHaPrP aus
254 Aminosduren. CHO stellt
die  Glykosylreste dar. Wei-
terhin ist  die Disulfidbriicke
-5-S-  eingezeichnet. Ganz
rechts am obersten Balken (,PrP
Polypeptide®) befindet sich der
GPI-Anker. Nach der Modi-
fikation bestehen PrP¢  sowie
PrP% qus 209 Aminosduren.
PrP?>"=30 st das Fragment vom
PK-stabilen PrP%¢ nach dessen
Verdauung. Der Mafstab unten

zeigt die laufend nummerierten
Codons (Nukleinsdurentripletts)
an. Diese entsprechen  den
Aminosduren. [PRUSINER. 1998/

1 23 50 94 131 188 231 254

1.3.2. Das pathologische Prionprotein PrP*¢

Einen Bildungsort im Sinne einer Expression des pathologischen PrP*¢ gibt es nicht.
Es wird aus zelleigenem PrP¢ gebildet. Das PrP°¢ wird iiberwiegend im Hirngewebe,
aber auch im zentralen Nervensystemsowie im lymphoretikuldren Geweben akkumuliert.
In wesentlich geringerer Konzentration findet es sich auch in anderen Geweben und
Korperfliissigkeiten. [RIESNER. 2001a]

Abbildung (Seite zeigt eine modellhafte Darstellung der Tertidrstruktur des hu-
manen infektidsen Prionproteins huPrPe.

Im Falle der oralen Aufnahme (enteraler Ubertragungsweg) des PrP%¢ kommt es zu-
néchst zu einer Anreicherung in den Payer “schen Plaques des Gastrointestinaltraktes
[MESTRE FRANCES 1979]. Die Ausbreitung des pathologischen PrP*¢ im Kérper erfolgt
in erster Linie entlang der Nervenbahnen und nicht vorrangig im Blut, obgleich auch im
Blut Infektiositdt nachgewiesen werden konnte. Im Blutserum war sehr geringe, in der
Leukozytenmanschetteﬁ wesentlich hohere Infektiositét feststelltbar. [BROWN 1999

Bei unterschiedlichen Spezies wurde in verschiedenen anderen Organen Infektiositét nach-

4 Auflagerung der Leukozyten auf der Erythrozyten-Siule nach Zentrifugieren von Blut oder Sedimen-
tieren ungerinnbar gemachten Blutes [ROCHE 2006]
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Abbildung II1.2.: NMR-Strukturmodell von rekombinantem Hamsterprion (SHa) rPrP(90-
231). Wahrscheinlich gleicht die a-Heliz-Struktur des SHa rPrP(90-251) der des PrP¢. Das
rPrP(90-231) ist von der Seite her abgebildet, wo vermutlich das PrP% an das PrPC bindet.
Die Helices A (Aminosdurereste 144—157),B (Aminosdurereste 172-193) und C' (Aminosiureres-
te 200-227) (pink) stellen a-Heliz-Bereiche dar. Griin resp. blau sind die Bereiche dargestellt,
die eine (-Faltblattstruktur aufweisen. Die Disulfidbriicke 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 2001al. Darin
konnte eine mogliche Ursache fiir die Ubertragung zwischen Individuen liegen, da die
Nachgeburt von Tieren gefressen wird.

1.3.3. Das Immunsystem und PrP*¢

Das zentrale Problem fiir den infizierten Organismus — sowohl bei der Ubertragung als
auch wihrend der Inkubationszeit der Prionkrankheiten — besteht in der Ahnlichkeit von
PrP verschiedener Ausformungen (PrP¢ und PrP% in allen Modifikationen und Stim-
men) zueinander. Das Immunsystem ist aufgrund der Ubereinstimmung der Aminosiu-
rezusammensetzung nicht in der Lage, pathologisches PrP¢ von der zelluldren Form zu
unterscheiden |[BASLER 1986, [SOUAN 2001]. Befindet sich eine relevante Anzahl an spe-
ziesspezifischem PrP%¢ im Organismus (z.B. durch iatrogene Ubertragung innerhalb einer
Spezies oder nachdem die Uberwindung der Speziesbarriere auf molekularer Ebene schon
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Abbildung I1.3.: Modell der Tertidr-
struktur des humanen infektiésen Prion-
proteins huPrP5¢. Rot dargestellt sind
die (-Faltblattstruktur-Bereiche zwischen
den Aminosdureresten 108—1138 sowie 116-
122, grimn die (-Faltblatt-Bereiche zwi-
schen den Aminosdureresten 128-135 so-
wie 138—-144. Die a-Heliz-Bereiche in grau
erstrecken sich zwischen den Aminosdure-
resten 178-191 sowie 202-218. Die vier als
Molekiile eingezeichneten Aminosdureres-
te sind bedeutend im Bezug auf die Spe-

ziesbarriere. [PRUSINER 1998/

erfolgte), kann dieses, ohne immunologische Schutzreaktion des Korpers, PrP¢ zu PrP%
umwandeln.

Beim Eindringen von speziesfremdem PrP*¢ in einen Wirt kann dessen Immunsystem auf-
grund der weitgehenden Homologie des PRNP der verschiedenen Spezies die Proteine nicht
als korperfremd erkennen (Genaueres hierzu folgt bei der Beschreibung der Speziesbarrie-
re unter II (Seite ) Somit kann sich der Wirtsorganismus selbst nicht gegen die
Invasion sowie Vermehrung der pathologischen PrP*¢ im Koérper zur Wehr setzen. Sein Im-
munsystem stuft das pathologische, fremde PrP“¢ als regulires korpereigenes Protein ein.
IBASLER 1986, [SOUAN 2001]. In der Konsequenz unterbleiben Immunreaktion, entziind-
liche Erscheinungen, Interferonproduktion, cytotoxischer Effekt (bei in-vitro-infizierten
Zellen) sowie eine Verdnderung des Lymphozyten T- und B-Spiegels [RIESNER. 2001al.
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1.3.4. Strukturvergleich von PrP¢ und PrP5¢

Das pathologische Prionprotein PrP*¢ und das ,,gesunde®, zellulire Prionprotein haben
eine identische Primérstruktur (Aminosduresequenz). Auch in der chemischen Zusam-
mensetzung stimmen PrP¢ und PrP5¢ eines Individuums iiberein [STAHL 1994]. Der aus-
schlaggebende Unterschied liegt in der sich unterscheidenden Konformation (rdumlichen
Struktur) [PRUSINER. 2001].

Wie oben erwihnt, enthilt die Aminosdurekette beim PrP¢ sowie Pr mehr zu
p-Faltblattstruktur gestreckte Bereiche als das PrP¢. 3-Faltblattstruktur bedeutet, dass
zwei (-Stréange der Aminosdurekette antiparallel aneinander gelagert sind. Die Antei-
le an a-Helix und 3-Faltblattstruktur sind bei PrP%¢ etwa gleich grof [RIESNER 1996,
SAFAR 1993]. Das zellulire Prionprotein PrP¢ hingegen hat grofe Bereiche, die schraubig
a-helikal aufgewunden sind [PAN 1993, deutlich zu erkennen in Abbildung[[T.2] (Seite[15]).
Die Aggregationseigenschaften des pathologischen PrP¢ sowie PrP?"—30 sind durch die
G-Faltblattstrukturbereiche bedingt.

P27—30

Die moglichen Glykosylierungen am Prionprotein (zweifach, einfach oder gar keine) wer-
den bei der Umfaltung zur pathologischen Form des PrP nicht verdndert (siehe Abbil-
dung , Seite .

In weiteren Bereichen weisen die Eigenschaften beider Formen des PrP — infektiose und zel-
luldre Form — entscheidende Unterschiede auf. Wahrend PrP¢ meist wasserloslich ist, trifft
dies fiir das PrP%¢ sowie fiir die verdaute Form, das PrP?7—3°, nicht zu. PrP“¢ neigt zur
Bildung von Assoziaten®| amyloider Struktur. Gelingt es, PrP¢ oder Pr?"~3° unter Einsatz
spezieller Hilfsmittel (z.B. mit Hilfe denaturierender Tenside, wie SDS |[RIESNER 1996]) in
eine wassrige Losung zu bringen, so kann in der Folge keine Infektiositat mehr festgestellt
werden |[RIESNER 2001al.

Die Bildung von Assoziaten ist eine wichtige Voraussetzung fiir die weitgehende Stabilitét
des Prionproteins PrP%¢ gegeniiber einer enzymatischen Verdauung durch die besonders
aggressiv proteolytische Proteinase K (PK). Im Aggregat mit weiteren PrP%¢-Molekiilen
erlangt dieses eine fiir Proteine immens hohe Stabilitdt gegeniiber Hitzedenaturierung
sowie proteolytischer Verdauung. Weiterhin besitzt das PrP“¢ eine sehr ausgeprigte Sta-
bilitdt gegeniiber UV-Licht [ALPERS 1966].

Bei den Assoziaten des pathologischen Prionproteins sind tetramere bis polymere Struktu-
ren vorzufinden. Die Einwirkung von Proteinase K fiihrt zu einer Abspaltung von etwa 68
Aminosduren vom N-terminalen Ende (je nach Prionstamm leicht variabel). Der verblei-
bende Rumpf des vor der Verdauung als PrP>¢ bezeichneten pathologischen Prionproteins
weist eine Molekiilmasse von 27-30 kDa auf und wird daher zur Abgrenzung vom (un-
verdauten, nativen) PrP¢ als PrP?"—3% bezeichnet (vergleiche hierzu Abbildung auf
Seite[14]). Dieser Molekiilrumpf bildet Assoziate in Form sehr regelméfiger amyloider Stab-
chen (Prion Rods) bzw. Scrapie-assoziierte Fibrillen (SAF) und weist sehr hohe Stabilitét

® Zusammenlagerung (Aggregation) von Teilchen gleicher Art
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gegeniiber weiterem PK-Verdau auf. Im Gegensatz zum PrP*¢ bzw. PrP?"=% ist das PrP®
durch Proteinase K schnell zu Oligonukleotiden verdaubar [MCKILEY 1983]. Obwohl das
PrP2"=30 nur mehr ein Rumpf des PrP¢ ist, reicht es aus, um die Strukturumwandlung
von PrP?¢ zu bewirken und verfiigt iiber die volle Infektiositit [RIESNER 2001a]. Abbil-
dung|I1.4|zeigt ein Elektropherogramm, in dem verdaute und unverdaute Proben mit PrP¢
und PrP%¢ einander gegeniibergestellt sind. Die drei verschiedenen Glykosylierungsformen
sind deutlich zu erkennen.

Abbildung 1I1.4.:  Elektropherogramm

1 ? 3 4 von unverdautem sowie PK-verdautem

PrP¢ und PrP5¢ Isoformen des Prionpro-

“ teins: Western Immunoblot von Hirnho-

mogenat nicht infizierter (Bahnen 1 und

. 2) und mit PrP% infizierter (Bahnen

495 — 3 und 4) syrischer Hamster. Die Pro-

ben auf den Bahnen 2 wund 4 wurden

325 — mit 50 pg/mL Proteinase K 30 min bei
. 37 °C verdaut. Das PrP® in den Bahnen
275 — 2 und 4 wurde véllig hydrolysiert, wdih-

rend das PrP%¢ um etwa 67 Aminosiuren
-| 85 — vom NHy-Ende her verkiirzt 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 Molekiilgrofie in Kilo-
daltons. [PRUSINER 1998/

1.3.5. Ubertragung der pathologischen Struktur

Ab dem Zeitpunkt des Eindringens einer relevanten Menge an pathologischem Prionpro-
tein in einen Organismus ist der Umfaltungsprozess des gesunden PrP® zu PrP“¢ als
der entscheidende Vorgang fiir das Entstehen und Fortschreiten der Erkrankung verant-
wortlich. Dieser Prozess der Ubertragung der rdumlichen Struktur von infektiésem 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 IIJL.6] (Seite genauer beschrieben, da sie neben anderen Techni-
ken (z.B. der Zerschiiumung) eine Moglichkeit zur Erhohung der Konzentration von PrP%e
bietet.
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Die verschiedenen Konformationen und Modifikationen, in denen das Prionprotein vorlie-
gen kann, beschrénken sich nicht auf die zwei absoluten Formen PrP*¢ und PrP¢. Weder
PrP¢ noch PrP*¢ werden durch eine konstante Konformation des Prionproteins definiert.
Selbst diejenigen PrP-Molekiile, die einer der genannten Ausformungen zugeordnet wer-
den kénnen, variieren untereinander in ihrer Struktur. Trotz gleicher Primérstruktur tritt
eine grofse Anzahl an verschiedenen Sekundér- und Tertidrstrukturen auf. Diese Modifi-
kationen konnen im Falle des PrP¢ unterschiedlich leicht zu PrP%¢ umgefaltet werden; im
Falle des PrP®¢ haben sie eine unterschiedlich stark ausgeprigte Tendenz als Model zur
Verdnderung von PrP¢ zu PrP%¢ zu fungieren.

Die variierenden Ausformungen spielen eine wichtige Rolle fiir die verschiedenen Erreger-
stammd’] [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 Umstédnden zwi-
schen verschiedenen Spezies iibertragbar. Einem derartigen Ubergreifen 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 Proteinmolekiilen besteht, ist der wichtigste Einflussfaktor
auf die Speziesbarriere die Aminoséduresequenzhomologie des Prionproteins von Spender-
spezies und Empfangerspezies. Bedingt wird diese durch die Analogie des Prionproteingens
PRNP. Je stirker das (infektiose) PrP%¢ der Spenderart dem zelluliren Prionprotein PrP¢
der inokulierten Empfangerart dhnelt, desto leichter wird die Speziesbarriere tiberwunden,
d.h. die pathologische Konformation iibertragen, und desto wahrscheinlicher bricht die Er-
krankung aus. [PRUSINER. 2001

Die Transmissibilitdt der TSEs, d.h. die Ubertragbarkeit zwischen verschiedenen Spezi-
es, ist eine Konsequenz der bei vielen Séugetierspezies stark ausgepriagten Homologie des
Priongens PRNP. Die Ubereinstimmungen liegen hier i.d.R. iiber 90 % [SCHATZL 1995).
Neben der Aminosduresequenzhomologie hat auch die Infektionsdosis Einfluss auf die
Ubertragung der pathologischen Konformation. Je hoher die Anzahl an PrP%¢-Molekiilen
(Infektionsdosis) ist, desto hoher ist auch die Wahrscheinlichkeit, dass die Erkrankung
ausbricht. Die Wahrscheinlichkeit der Umfaltung gilt bezogen auf das einzelne PrP*¢ und
erhoht sich mit steigender Anzahl der vorliegenden pathologischen Prionproteine.

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

Durch das Auftreten von hereditdren 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 fiir das Prionprotein kodiert, konnen zur Entste-
hung der erblichen (hereditéren, familidren) Varianten der Prionkrankheiten fCJK, GSS
und FFI (siehe Tabelle, Seite [f]) fiihren.

Weiterhin legt ein Polymorphismus des PRNP wesentlich den klinischen und pathologi-
schen Phéanotyp der Erkrankung fest.

Studien iiber sCJK-Fille zeigten eine deutliche Uberreprisentation von Individuen mit
homozygoter Konstellation der Aminosdureposition 129 des PRNPs [LAPLANCHE 1994]
WILL 1996, [PALMER 1991 [SALVATORE 1994, [WINDL 1996].

Der Grund fiir die starken Auswirkungen der unterschiedlichen Genvarianten auf Entste-
hung und Entwicklung der Erkrankung liegt darin, dass die Primérstruktur des Proteins
(d.h. die Aminoséuresequenz) entscheidenden Einfluss auf die Faltung und Konformation
(Sekundér- und Tertidrstruktur) hat. Somit bedingt die Primérstruktur auch die Emp-
finglichkeit des Proteins fiir eine Anderung der Konformation (eine ,,Umfaltung®) von
vorwiegend a-helicalen Bereichen hin zu 3-Faltblatt-Bereichen. Das bedeutet, eine derar-
tige Umfaltung des gesunden Proteins ist je nach Aminosduresequenz (die wiederum eine
Konsequenz des Genoms ist) mehr oder weniger leicht moglich resp. wahrscheinlich. Die
hereditdren Prionkrankheiten treten daher meist nicht bereits bei Geburt auf, denn das
PrP ist nicht bereits nach seiner Expression quantitativ fehlgefaltet. Es hat lediglich eine
gegeniiber dem ,gesunden” PrP stiarkere Tendenz, eine pathologische Form anzunehmen.
Liegen nach einer statistisch erfolgten Anderung der Konformation einige fehlgefaltete
PrP vor, kénnen diese kontinuierlich ihre Struktur auf die vergleichsweise leicht umfalt-
baren zellularen Prionproteine iibertragen. Es wird vermutet, dass eine der im Rahmen
des Polymorphismus moglichen ,falschen* Proteine eine Destabilisierung der a-helikalen
Struktur zur Folge hat und somit die Umwandlung zu g-Faltblatt erleichtert erfolgen
kann. [PRUSINER. 2001]

1.5. Pathogenese der Prionkrankheiten beim Menschen

Der genaue Mechanismus der Schadigung und Zerstorung des Hirngewebes durch die Re-
plikation des PrP*¢ konnte bislang nicht ergriindet werden. Bekannt ist, dass PrP¢ Aggre-
gate verschiedener Ausformung bildet [MERZ 1981]. Diese Zusammenlagerungen scheinen
jedoch nicht die direkte Ursache fiir die Beeintrachtigungen der Gehirnfunktion zu sein
[IPRUSINER 2001]. Wenngleich die schwammartige Struktur, resultierend aus Nekrosen
von Neuronen und Vakuolenbildung, den TSEs ihren Namen gab, scheinen nicht diese ur-
séchlich fiir die typischen Symptome (Bewegungs- und Orientierungsstérungen) zu sein.
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Diese Defizite beruhen laut Chiesa [CHIESA 2005] auf Prionen, welche die Kontaktstellen
zwischen den Nervenzellen verdndern.

Die CJK zeigt sich bei lichtmikroskopischer Untersuchung nach einer histologischen Far-
bung durch spongitse Verdnderungen (kleine Vakuolen), Nervenzellverlust und astrozy-
tiare Gliose sowie in etwa 15 % der Félle durch sog. Kuru-Plaques. Zuletzt genannte
Symptome und bestimmte Formen der spongitsen Verinderungen sind typisch fiir die
CJK, die Atrophie sowie die astrozytére Gliose sind unspezifisch. Somit ist die spongifor-
me Verdnderung ein histopathologisch zuverlissiges Indiz. Unter dem Begriff , spongiforme
Verdnderung“ versteht man eine lichtmikroskopisch erkennbare Hohlraumbildung (2-10—
50 pm) des Gehirnparenchymsﬂ. Die Geometrie der Hohlrdume sowie deren Anordnung
bzw. Verteilung ist bei verschiedenen genetischen Konstellationen am Codon 129 des PRN-
Ps unterschiedlich.

Ursache fiir die Hohlrdume ist eine Ansammlung von Enzymen in einer Art Bléschen im
Hirngewebe (Vakuolen). Aus physiologischer Sicht dienen diese enzymgefiillten Vakuolen
dem Abbau von ,,Abfallgewebe”, das beim Zellumbau entsteht. Moglicherweise werden die
Neuronen dadurch enzymatisch geschadigt 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 PrP°¢. Bei einer bestimmten Genkonstellation konnen Aggregate mit
fibrilldrer Ultrastruktur (amyloide Ablagerungen) auftreten, wobei die einzelnen Fasern
verschieden lang sind und eine Durchmesser von etwa 10 pum aufweisen. Zudem enthalten
diese [-Faltblattstrukturen und haben Affinitét zu Kongorot.

Es treten eine ganze Reihe verschiedener Ausformungen der Assoziate des PrP*¢ auf, z.B.
sog. SAF (Scrapie-assoziierte Fibrillen), Kuru-Plaques sowie andere Formen, die in ver-
schiedenen Bereichen des Gehirns angesiedelt sein konnen.

Die Pathogenese der Prionkrankheiten kann deshalb sehr unterschiedlich ausfallen, so-
wohl bzgl. der Lokalisierung und der Ausformung der PrP%¢-Aggregate als auch in Bezug
auf die Region der Gehirngewebeschidigung. Auch Inkubationszeit und spezifische Sym-
ptome unterscheiden sich z.T. sehr stark. Aus diesen Beobachtungen wurde die Existenz
verschiedener Erregerstimme des Prionproteins gefolgert [DICKINSON 1971}, [BRUCE 1987,
BRUCE 1991].

Die genauen Unterschiede im Verlauf der Krankheit sowie morphologische Abweichungen
der Aggregationsform des PrP%¢ resp. der entstehenden Ablagerungen sowie die Verénde-
rungen und Zerstorung des Hirngewebes in Abhéangigkeit der unterschiedlichen genetischen
Konstellationen und verschiedenen Erregerstdmme sind sehr komplex und im Detail fiir
diese Arbeit nicht von Bedeutung.

7 spezifisches Gehirngewebe
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1.6. Diagnostik

Im Rahmen der Beschreibung der diagnostischen Moglichkeiten erfolgt eine Aufzéhlung
und Erlduterung der molekularen, immunologischen Tests sowie der Tierversuche und —
am Rande — der histologischen Nachweismethoden. Nicht eingegangen wird auf Indika-
toren wie symptomatische Verhaltensstorungen oder motorische Auffélligkeiten, die zwar
auf BSE-Erkrankungen hinweisen konnen, fiir eine eindeutige Diagnose jedoch nicht ge-
niigen.

Als Marker fiir eine Erkrankung an einer TSE wird in den meisten Tests bislang das
veranderte, pathologische Prionprotein PrP%¢, 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

Gemiéfs dem Erlass der EG-Verordnung 999/2001 des européischen Parlaments und des
Rates vom 22. Mai 2001 mit Vorschriften zur Verhiitung, Kontrolle und Tilgung bestimm-
ter transmissibler spongiformer Enzephalopathien ist die Untersuchungspflicht seit dem
1. Juli 2001 unmittelbar Teil des EG-Rechts.

Dementsprechend sind

e alle iiber 24 Monate alten not- und krank geschlachteten Rinder,
e alle iber 30 Monate alten fiir den menschlichen Verzehr geschlachteten Rinder sowie
e {iber 24 Monate alte verendete Rinder nach einem bestimmten Stichprobenschliissel

mit einem BSE-Schnelltest zu untersuchen.

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

1.6.1.1. Bioassay (Tierversuch)

Tierversuche sind die einzige Moglichkeit, mit der die Infektiositat von TSE-bedenklichem
Material direkt nachgewiesen werden kann. Die Natur des Erregers der TSEs ist zwar weit-
gehend bekannt, doch der kausale Zusammenhang zwischen PrP%¢ und der Infektositiit
ist nicht bis ins Detail aufgeklart.

Die Korrelation zwischen verschiedenen Formen des Prionproteins und der Infektiositét
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 Infektiositéit des PrP%¢ in verschiedenen
Formen und Mengen. Hinzu kommt, dass das PrP®¢ eine minimale Infektionsdosis hat,
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die nicht zwangsléufig iiber der Nachweisgrenze eines zu beurteilenden Tests liegen muss.
Daher ist beispielsweise zur Bewertung der Wirksamkeit von Erregerinaktivierungsmarfs-
nahmen ein Bioassay durchzufiihren. 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 Miuse) bei der Ubertragung von
TSEs immer eine wichtige Rolle spielt. [KUBLER 2003].

Um diesem Problem zu begegnen, wurden an der Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrank-
heiten (BFAV) sog. Tgbov-XV-Méuse geziichtet, die das bovine Prionprotein exprimieren.
Dadurch verringerte sich die Inkubationszeit sowie die Auswirkungen der Speziesbarriere.
Solche Tiere sind 10000-fach empfénglicher gegeniiber einer BSE-Infektion als gew6hnliche
Mause [GROSCHUP 2002|. Diese Méuse wurden auch fiir die Bewertung der Infektionsge-
fahr verschiedener, vom Menschen verzehrter, boviner Gewebe und Organe eingesetzt.

1.6.1.2. Histologie

Entsprechend der Mafsgaben des Internationalen Tierseuchenamtes (O.1.E.) in Paris miis-
sen im Falle eines positiven oder nicht schliissigen Ergebnisses im Schnelltest histologische
Untersuchungen erfolgen. Diese in den nationalen Referenzlaboratorien durchgefiihrten
Tests dienen der Bestétigung des BSE-Verdachtes.

Folgende histologische Methoden stehen dabei zur Verfiigung.

e HE-Farbung

Bei dem histologischen Verfahren der HE-Farbung werden die spongiformen Ver-
anderungen im Stammhirn durch Anfdrben mit Hadmatoxylin-Eosin sichtbar ge-
macht. Hierzu wird das zu untersuchende Gewebe in Paraffin eingebettet und in
etwa 5 bis 10 um dicke Schnitte zerlegt, die gefarbt und mikroskopisch untersucht
werden. Die schwammartige Verdnderung (Vakuolisierung) des Stammhirns kann bei
experimentell infizierten Tieren erst Wochen bis Monate spéter erkannt werden, wah-
rend die Immunohistochemie (s.u.) einen Nachweis schon eher zuldsst [BRUCE 1989].
Histopathologische Untersuchungen kénnen einen BSE-Verdacht zwar bestétigen,
eignen sich jedoch nicht zur Widerlegung eines solchen, denn eine BSE-Erkrankung
kann aufgrund eines negativen Befundes nicht definitiv ausgeschlossen werden
[GrOSCHUP 2002].

e Immunohistochemie (IHC)

Bei der Immunohistochemie (IHC) werden Prion-Protein-Ablagerungen (PrP*¢) im
Stammbhirn spezifisch mit monoklonalen Antikérpern nachgewiesen. Dieser Nachweis
zdahlt zu den zuverldssigsten Methoden fiir die Diagnostik von Prionkrankheiten
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IKITAMOTO 1988|. Die Sensitivitdt der Methode beruht auf einer speziellen Her-
stellung und Behandlung der Schnittpraparate aus dem Hirngewebe (Inkubation in
98 %-iger Ameisensaure, Paraffineinbettung, Schneiden, PK-Verdau, Dampfautokla-
vieren) und Inkubation mit einem spezifischen Anti-PrP-Antikérper. Detektierbar
gemacht wird das PrP®¢ mit Hilfe eines Sekundirantikérpers. Dieser ist mit Biotin
markiert und wird durch Bildung eines Avidin-Biotin-Komplexes sichtbar.

Die nationalen Referenzzentren fiir BSE und Scrapie der BFAV bedienen sich ge-
mék der Verordnung 999/2001 zur endgiiltigen Abklarung von positiven und Ver-
dachtsfillen auch der immunohistochemischen Untersuchung IHC. Fiir 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 infektios gel-
tenden PrP%¢ 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 konnen, wéahrend die Nachweismethoden
zur Bestitigung eines BSE-Verdachts in den Referenzlaboratorien mehrere Tage bean-
spruchen.

Durch die Verordnung EG 999/2001 wurden folgende fiinf Schnelltestverfahren anerkannt:

o Prionics® Check Western-Test
Immunoblotting-Test auf Grundlage eines Westernblot-Verfahrens zum Nachweis
des proteaseresistenten Prionproteins.
Ein PrP-spezifischer Antikorper und ein mit Alkalin-Phosphatase markierter Sekun-
dirantikorper binden das PrP%¢. Die Detektion erfolgt iiber Chemilumineszenz.

e Enfer-Test
Chemiluminiszenz-ELISA mit Extraktionsverfahren und ELISA-Technik unter Ver-
wendung eines verstiarkenden Chemilumineszenz Reagenz.
Das verdaute PrP%¢ wird ohne Capture-Antikérper an eine ELISA-Platte adsor-
biert. Zur Detektion mittels Chemilumineszenz dienen polyklonale Antikérper und
enzymmarkierte Sekundarantikorper.

e Bio-Rad Platelia®

Immunoassay zum Nachweis von PrP~¢.
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Nach PK-Verdau und Konzentrierung erfolgt ein Sandwich-ELISA. An den Sekun-
dérantikorper ist eine Peroxidase gekoppelt, die eine Farbreaktion bewirkt. Detek-
tiert wird die resultierende Farbintensitét.

Prionics® Check LIA-Test

Nach Probenaufbereitung und PK-Verdau erfolgt zum Nachweis von PrP“¢ ein
Sandwich-ELISA mit monoklonalen Antikérpern und Detektion durch Chemilumi-
niszenz.

InPro CDI-5" "'~ Test
Automatisierter konformationsabhéngiger Immunoassay mit Vergleich der Reakti-
vitit eines Detektion-Antikorpers gegeniiber PrP%¢ und PrP¢. Durch Denaturie-
rung wird im PrP%¢ ein Epitop exponiert, das im ELISA nachgewiesen wird. Die
Detektion erfolgt mit Hilfe der charakteristischen Emission Europium-markierter
Detektorantikorper.

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

BetaPrion® BSE EIA Test Kit

Nach dem PK-Verdau des homogenisierten Stammbhirns erfolgt eine Aufreinigung
durch Fillung und Zentrifugation. Anschliefend wird das aufgereinigte Prp?7—30
immunologisch an Antikorper auf einer Kunststoffoberfliche gebunden. Nach einem
Sandwich-ELISA, bei dem ein mit Meerrettichperoxidase gekoppelter Sekundéaranti-
korper eingesetzt wird, kann die Anwesenheit von PrP?"—3° durch einen enzymatisch
(Meerettichperoxidase) bedingten Farbumschlag erkannt werden, der photometrisch
gemessen wird.

Dieser Test wurde zur Quantifizierung des PrP*°-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 verédndert 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 Ansatze zum TSE-Nachweis

Das Bestreben bei der Forschung im Bereich der TSE-Diagnostik ist die Entwicklung eines
zuverlassigen ante mortem-Tests. Ein solcher sollte die Diagnostik auf der Basis entnom-
mener Gewebe oder Korperfliissigkeiten im Rahmen einer Biopsie oder das Verwenden
ausgeschiedener Korperfliissigkeiten ermoglichen.

Im Falle der BSE bei Rindern miissten betroffene Tiere nicht zum Schlachthof gebracht
und geschlachtet werden. Bei der derzeitigen Praxis lduft der Schlachtbetrieb kontinuier-
lich. Im Falle eines BSE-erkrankten Tieres miissen mehrere geschlachtete Rinder, die vor
und nach dem infizierten Rind verarbeitet wurden, als Risikomaterial verworfen werden.
Im Falle der nvCJK beim Menschen wére eine Erkennung der (in der préklinischen Phase
noch latenten) TSE-Erkrankung vor Beginn der Symptome grundlegende Voraussetzung
fiir eine Therapie. Weiterhin kénnte so eine iatrogene Verschleppung der herkémmlichen
sowie der neuen Variante der CJK verhindert werden. Durch Ubertragung von huma-
nem Hypophysenhormon oder Transplantationen der Dura mater (Hirnhaut) oder Cor-
nea (Augenhornhaut) kann es zur Ubertragung des infektiésen Prionproteins kommen
[PRUSINER 2001].

Geeignet als Quelle fiir das pathologische PrP%¢ und dessen Detektion erscheinen in erster
Linie Blut, Liquor oder Urin. Obgleich mit den derzeit zur Verfiigung stehenden diagno-
stischen Methoden aufgrund mangelnder Sensitivitdt noch kein zuverldssiger Nachweis
moglich ist, konnte im Bioassay die Ubertragbarkeit von TSEs durch Blut und Liquor
belegt werden [BROWN 1994]. Dieser Befund belegt die Existenz infektioser Prionen in
diesen Korperfliissigkeiten und ldsst vermuten, dass mit einem PrP-Nachweis geniigend
hoher Empfindlichkeit eine Diagnostik ante mortem moglich wére.

Ein anderer Ansatz zur ante mortem-Diagnostik ist die moglichst frithe Detektion von
Markersubstanzen (Surrogatmarkern) oder von anderen charakteristischen Verdnderun-
gen, die mit der Erkrankung im Anfangsstadium, vor dem klinischen Ausbruch, einherge-
hen.

1.6.2.1. Nachweis von PrP5¢

Spezifische Anti-PrP%-Antikérper

Bei den immunologischen Untersuchungsmethoden finden zumeist Antikorper Anwen-
dung, die unspezifisch mit PrP in seinen verschiedenen Formen agglutinieren. Als selekti-
ven Schritt, um eine Differenzierung zwischen infektiésem PrP“¢ und zellulirem PrP¢ zu
erreichen, nutzt man die weitgehende Proteolyseresistenz des pathologischen Prionprote-
ins gegeniiber einer Verdauung durch Proteinase K.

Zahlreiche Forscher versuchen fiir die Detektion des pathologischen Prionproteins einen
spezifischen Antikorper zu konstruieren oder zu finden, der selektiv PrP%¢, nicht aber

26



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

PrP¢, agglutiniert [ZOU 2004, [SERBEC 2003]. Mit einem solchen wire die PK-Verdauung
als selektiver Schritt nicht mehr nétig.

Trotz einiger Ankiindigungen in diese Richtung ist es offenbar sehr kompliziert, einen
zuverlissigen spezifischen Antikorper gegen das pathologische PrP“¢ zu konstruieren und
herzustellen [AGUzz1 2004].

Folgende Moglichkeiten wurden beschrieben:

e Korth [KORTH 1997| beschrieb 1997 einen spezifischen Antikérper 15B3, dessen Funk-
tion jedoch in Frage gestellt wurde [LANE 2003, [ZoU 2004].

e Zou [Z0U 2004] stellte einen spezifischen Antikérper OCD4 vor, der menschliches
und tierisches pathologisches Prionprotein um eine Grofenordnung effektiver bin-
den kann als andere Anti-PrP-Antikorper.

e Der konformationsabhéngige Immunoassay CDI (conformation dependent immuno-
assay), der zur Typisierung verschiedener Prionstdmme eingesetzt wird, wurde erst-
mals von Safar 1993 beschrieben [SAFAR 1993|. Zugrunde liegt dieser Methode die
Annahme, dass bei unterschiedlich gefalteten Prionmolekiilen verschiedene Epitope
am Prionproteinmolekiil nach aufen gekehrt werden bzw. entstehen, die dann fiir
entsprechende Antikorper zugénglich sind.

Eine Verdauung wére beim CDI nicht mehr nétig, da die Antikérper die spezielle
Sekundér- und Tertidrstruktur 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-PrP5¢-
Antikorper basiert.

Kapillarelektrophorese

Zum Nachweis von PrP*¢ im Blut TSE-kranker Schafe (Scrapie) und Elche (CWD) ent-
wickelte Schmerr [SCHMERR. 1999| einen immunkompetitiven Bluttest. Dafiir bedient sie
sich der Kapillarelektrophorese sowie fluoreszensmarkierter Peptide. Die Detektion erfolgt
mit Hilfe laserinduzierter Fluoreszens (CE-LIF).

Zunichst wird dabei eine 15 Aminoséuren lange Sequenz (Aminoséduren 218 bis 232) des
Prionproteins synthetisiert und mit Fluorescin markiert. Mit dieser synthetisierten Se-
quenz (Peptid) werden Hasen immunisiert und spezifische Antikérper (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 PrP¢ zerstort
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P27-30 und das markierte Peptid konkurrieren um

wird. Das verbleibende pathologische Pr
das Antiserum des Hasen.

Nach zwei Messungen kann die Anwesenheit von Pr erkannt werden: einmal wird
nur das markierte Peptid und das Antiserum in einem Verhaltnis 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
PrP2?7-3Y enthalten, so bindet dieses an das Antiserum, und die Menge an ungebundenem
markiertem Peptid nimmt zu, da weniger Antiserum zur Verfiigung 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
PrP?7=3Y angelagert ist.

Durch die Kapillarelektrophorese werden die agglutinierten und nicht agglutinierten Pro-
teine und Antikorper voneinander getrennt und die markierten durch laserinduzierte Fluo-
reszens detektiert. Die Veranderung der Mengen an ungebundenem und agglutiniertem
markiertem Peptid werden in der Peakflache ersichtlich.

In jlingerer Zeit erfolgten Versuche, diese immunokompetitive Methode auf die Detektion
von PrP*¢ im Blut bei CJK-infizierten Schimpansen sowie beim Menschen anzuwenden.
Es konnte jedoch kein Erfolg erzielt werden [CERVENAKOVA 2003]. Ger Grund dafiir kann
z.B. in mangelnder Affinitét des Antikorpers zu den Prionen der unterschiedlichen Spezies
liegen.

P27—30

Nutzung spezifischer Affinitaten

Neben den spezifischen Antikérpern, die das PrP“¢ in einer immunologischen Antigen-
Antikorper-Reaktion binden, wird auch nach anderen Substanzen gesucht, die das patho-
logische Prionprotein aufgrund einer spezifischen Affinitéat selektiv anlagern sollen.

e Seprion-Test
Das britische Unternehmen Microsens verdffentlichte 2004 Ergebnisse iiber einen
Liganden (,Seprion“), der PrP*¢ spezifisch bindet [NEWS 2004]. Mit Hilfe des neuen
Verfahrens konnte erstmalig im Blut eines CJK-Patienten pathogenes Prionprote-
in nachgewiesen werden. Dieses Verfahren niitzt die PrP®“-spezifische Affinitét 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
ILANE 2003].

e 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 koénnte das infektitse PrP¢ aus einer Probe gro-
fseren 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 bestatigt.

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Bei diesem Verfahren werden spezifische Antikorper mit Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Nach der Bindung dieser Sonden an das Prionprotein wird der Fluoreszenzfarbstoff mit
Laser angeregt und emittiert Licht einer bestimmten Wellenlédnge, das detektiert wird.
Durch Koinzidenzdetektion kénnen PrP-spezifische Signale solcher freier Sonden und
unspezifischer Aggregate unterschieden werden. Die Unterscheidung der Signale beruht
auf der Aggregatbildung des pathologischen PrP%¢. 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 veroffentlicht, denen zufolge im Urin von Hamstern,
Rindern und Menschen, die an einer TSE leiden, eine Isoform des PrP%¢ mit einer Molekiil-
masse von etwa 32 kDa vorhanden ist, uPrP*¢ genannt. Das wenig infektidse Protein wurde
durch Zentrifugation aufgereinigt und elektrophoretisch nachgewiesen. [SHAKED 2001

Neuere Untersuchungen halten das gefundene Protein fiir eine Kontamination, ein PK-
resistentes Protein der duferen Zellmembran von Enterobacteriaceae [FURUKAWA 2004].

1.6.2.2. Nachweis von Surrogatmarkern

Neben einem Nachweis des unmittelbar die TSE auslésenden Stoffes PrPS¢ ist es auch
denkbar, Stoffe nachzuweisen, die sekundér bei einer Prionerkrankung entstehen. Bei-
spielsweise konnen in Blut oder Liquor (Cerebrospinalfliissigkeit) durch neurodegenerative
Prozesse oder andere mit der Erkrankung einhergehende Vorgénge, stoffliche Veranderun-
gen vor sich gehen und Proteinbestandteile oder andere Metabolite (z.B. Stressproteine)
auftreten. Im glinstigsten Fall konnen diese Stoffe direkt als Indikatoren fiir eine TSE
herangezogen werden. Derartige Substanzen, biochemische oder chemische Verdnderun-
gen werden als Surrogatmarker bezeichnet.

Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Eine Moglichkeit 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 konnen sich bereits ante mortem von denen gesunder
Individuen unterscheiden. Es werden nicht die pathologischen Prionproteine nachgewie-
sen, sondern Verdnderungen im IR-Spektrum des Blutes [LAscH 2003].
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Auch die oben beschriebene Unterscheidung einzelner Erregerstdmme ist mithilfe der
FT-IR moglich [THOMZzIG 2004].

Nachweis spezifischer Proteine

Bei neuronaler Degeneration tritt haufig 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 grofe diagnostische
Bedeutung beigemessen wird [O.I.E. 2004], werden hier die unterschiedlichen Proteine
nur kurz beschrieben.

e 1986 wurden 14-3-3 Proteine durch 2-D-Elektrophorese bei CJK-Patienten in unge-
wohnlich hoher Menge vorgefunden, nicht hingegen in der Kontrollgruppe
[HARRINGTON 1986]. Green |GREEN 2001] stellte jedoch fest, dass dieses Prote-
in nur in etwa der Hélfte der vCJK-Félle in verdanderter Konzentration vorliegt. Als
diagnostische Methode eignet sich der Nachweis einer erhéhten Konzentration an
14-3-3 Proteinen daher nicht.

e 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].

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

Nachweis charakteristisch veranderter Nukleinsduren

Bei verschiedenen humanen Erkrankungen wie Tumoren, Autoimmunerkrankungen und
Infektionskrankheiten kénnen erhohte Mengen an Nukleinséuren (RNS) im (Blut-)Serum
nachgewiesen werden [LO 2001} [SHAPIRO 1983]. Warum diese Nukleinsduren im Blut auf-
treten, ist noch nicht hinreichend geklart. Sie sind jedoch sehr spezifisch fiir einzelne Er-
krankungen. Nach einer Charakterisierung dieser spezifisch verdnderten RNS konnte deren
Nachweis als Diagnoseverfahren eingesetzt werden.

Brenig [BRENIG 2002| entwickelte einen Bluttest fiir BSE, basierend auf dem Nachweis
spezifisch verdanderter RNS. Diese sind in Proteolipidpartikeln, sog. Mikrovesikeln, lokali-
siert. Bei diesem Verfahren wird zunéchst Vollblut koaguliert und das Serum gewonnen.
In einer Reihe von Zentrifugationsschritten erfolgt eine Separation des Proteolipid-Ribo-
nukleinsdurekomplexes. Nach Aufschluss und Extraktion der RNS wird diese im Rahmen

30



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

einer PCR (Polymerase-Kettenreaktion, Vervielfaltigung der RNS) amplifiziert. Nach wei-
terer Aufbereitung kann ein krankheitsspezifisches RNS-Muster nachgewiesen werden.
[IBRENIG 2003]

Neuere Untersuchungen in diese Richtung bestétigen, dass erkrankte Tiere ein charakte-
ristisches RNS-Profil der im Blut zirkulierenden Nukleotide aufweisen. Dieses Profil eignet
sich als Marker fiir die BSE, da es eine hohe Korrelation mit der BSE-Belastung aufweist.
[ScHUTZ 2005]

Der Nachweis verdnderter Nukleinsduren, die im Blut zirkulieren, wiirde einerseits einen
ante mortem-Test ermoglichen, andererseits konnte hierin auch die Moglichkeit liegen,
Bluttransfusionen durch einen TSE-Test des Blutes sicherer zu machen.

Nachweis veridnderter Genexpression

2001 wurden Diskrepanzen bei der Expression des Genoms von TSE-erkrankten und ge-
sunden Mause festgestellt. Transkribierte DNS-Stiicken unterscheiden sich. Ein spezielles
Fragment wird bei infizierten Tieren weitaus weniger transkribiert als bei gesunden. Das
angesprochene Fragment kodiert fiir ein Protein, das vermutlich eine Rolle bei der Blut-
bildung spielt, und wird als erythroid differentiation-related factor (EDRF) bezeichnet.
IMIELE 2001]

Inwiefern dieser neuartige Ansatz Relevanz fiir die TSE-Diagnostik besitzt, ist bislang
nicht ersichtlich.

1.6.2.3. Amplifizierungs- und Anreicherungsverfahren

Die Anreicherung von PrP°¢ wird in dieser Arbeit unter dem Aspekt betrachtet, als Vor-
bereitung fiir die Analytik zu dienen, speziell beim Prionprotein im Hinblick auf eine
empfindlichere Detektion von pathologischem PrP<¢.

Aus analytischer Sicht stellt die kiinstliche Erhohung der Konzentration einer Zielkompo-
nente in oder aus einer Probe eine Mdglichkeit dar, Konzentrationen zu detektieren, die
ohne diese Anreicherung unterhalb der Nachweisgrenze ldgen.

Im Falle des pathogenen Prionproteins entwickelte Soto [SOTO 2002] eine Methode, PP
zu vermehren. Man versuchte viele Jahre, den Prozess der Ubertragung der Fehlfaltung
von pathogenem PrP®¢ auf PrP¢ in vitro zu simulieren. 2002 gelang diese ,Vermehrung®
durch Ubertragung der raumlichen Struktur von einem PrPS%¢ auf PrP. Die Methode der
zyklischen Vermehrung der missgefalteten Proteine wird als ,protein misfolding cyclic
amplification (PMCA) bezeichnet. In eine Vorlage von zellulirem PrP werden bei dieser
Methode infektiose PrP®¢ gegeben und inkubiert. Das pathologische Prionprotein wirkt
als Model, an das sich PrP® anlagert und die Struktur des PrP°¢ iibernimmt. Durch
Behandlung mit Ultraschall werden diese Aggregate zerteilt und weiteres PrP kann an-
gelagert und konvertiert werden. Dieser Vorgang wird sehr héufig wiederholt und so eine

Vermehrung erzielt (siehe Abbildung ). [SoTo 2002]
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Das Aufbrechen der Aggregate mittels Ultrabeschallung stellt einen essentiellen Schritt
bei der Vermehrung der pathologischen PrP*¢ dar [PIENING 2005)].

Abbildung I1.5.: Protein misfolding
cyclic amplification (PMCA). Fir die
zyklische Vermehrung der fehlgefalteten
Proteine wird eine Probe, die gerings-
te Mengen an PrPS¢ und einen grofien
Uberschuss an PrPC enthdilt, Zyklen
von Inkubation und Ultraschallbehand-
lung unterzogen. Wdihrend der Inku-
bation wachsen die PrPS¢-Aggregate
durch Umwandlung und Anlagerung
von PrP® an das Polymer. Ultra-
schall zerteilt groffe Aggregate in klei-
nere Bruchstiicke und erhéht die An-
zahl der FEinheiten, die die Umwand-
lung bewirken. Die Zyklen des PMCA
konnen beliebig oft wiederholt werden,
bis die Menge an PrP5¢ grof8 genug ist,
um einfach detektiert werden zu kén-

nen. [SOTO 2002]

Sonication l Multiplication

Der Erfolg dieser Methode ist von groRer wissenschaftlicher Bedeutung, denn die Uber-
tragung der pathologischen Konformation vom PrP%¢ auf reines, gesundes zellulires PrP¢
ist ein Beleg fiir 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 bestétigen die Befunde,
denn bei einem kiinstlich infizierten Rind sowie einem Hamster konnte bereits in der
vorklinischen Phase nach einer PMCA das pathologische PrP*¢ nachgewiesen werden.
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1.7. Visionen von Therapie und Impfung

Nachdem die bislang zur Verfiigung stehenden diagnostischen Méglichkeiten erlautert wur-
den, beschéftigt sich der nachfolgende Abschnitt mit moglichen, ggf. praventiven, Mafs-
nahmen gegen Prionerkrankungen.

1.7.1. Therapeutika

Trotz grofer Bemiithungen in Richtung Therapie, sind bislang weder eine solche noch die
Beeinflussung des tédlichen Verlaufes der TSEs méglich [GONI 2005].

Folgende Stoffe wurden oder werden als mogliche 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 Antikorpern.

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-Antikérper [KLEIN 2001] und
andere Antikorper gegen PrP [PERETZ 2001, [ENARI 2001] unterbunden werden.

Die Entfernung des fiir PrP codierenden Gens PRNP fiihrte bei Mausen zu einer guten
Immunisierung [BRANDNER 1996/  BUELER. 1992].

Bei intraperitonealer Inokulation von Mausen mit PrP¢ konnte durch Verabreichung von
monoklonalen Anti-PrP-Antikorpern (Passivimpfung) vor dem Einsetzen der klinischen
Symptome eine Verzogerung des Krankheitsverlaufes erreicht werden [WHITE 2003)].
Auf dhnliche Weise konnte die Pathogenese (nach peritonealer Inokulation bei Mé&usen)
durch Einsatz eines transgen exprimierten Immunoglobulins gestoppt werden, das ein Epi-
top eines monokolonalen Anti-PrP-Antikérpers hoher Affinitdt enthdlt [HEPPNER 2001].
Versuche, eine Aktivimpfung (aktive Immunisierung) zu entwickeln, scheiterten daran,
dass das Immunsystem PrP unterschiedlicher Form als korpereigen akzeptiert
[Acuzz1 2004].

Goni [GONI 2005| berichtete von einer Impfung der Mucosa von M#usen mit einem Salmo-
nella Stamm, die eine Infektion mit PrP>¢ iiber die orale Route verhindert oder verzogert.
Bei den M&usen traten keine Nebenwirkungen auf.
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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 Uberschreitung 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 Grofsbritannien epidemieartig aus.
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BSE-Falle vor dem Jahr 2000 international

Tabelle zeigt die Opferzahlen der Bovinen Spongiformen Enzephalopathie in einigen
Landern bis zum Jahre 2000. Es ist ersichtlich, dass neben Grofsbritannien, wo es bis zum
Jahr 2000 iiber 180.000 BSE-Falle 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 Hohepunkt der Opferzahlen
der BSE bereits {iberschritten.

Tabelle I1.2.: Fille von BSE in Grofbritannien und anderen Ldindern bis zum Jahr 2000
/BROWN 2001).

’ Land \ endemische Félle \ importierte Falle Félle gesamt ‘

Grofsbritannien 180.376° 0 180.376
Republik Irland 487 499
Portugal 446 452
Schweiz® 363 363
Frankreich® 150 151
Belgien
Niederlande
Liechtenstein
Deutschland
Déanemark
Luxemburg
Oman
Italien
Spanien
Kanada
Falklands (UK)
Azoren (Portugal)®

a) Quelle: Organization of International Epizootics (Paris
ries and Food (UK).
einschliefflich 1287 Fillen von Inseln um Grofibritannien
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funden wurden
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Herkunft und Daten infizierter Fille werden untersucht

¢) von Deutschland importiert
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Bestatigte BSE-Falle 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 Fille von BSE
amtlich festgestellt. Tabelle zeigt die Anzahl der als BSE-positiv getesteten Rinder,
gegliedert nach Bundeslandern.

Tabelle II1.3.: Anzahl der bestitigten BSE-Fille in der Bundesrepublik Deutschland (BRD),
nach Bundesldndern, seit 2000 bis zum 31.06.2006.

| Bundesland [ 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | Gesamtanzahl |
Baden-Wiirttemberg - 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
Thiiringen - 2 1 3 2 - 1 9

| BRD | 7 [ 125 | 106 | 54 | 65 | 32 [ 11 | 400 |

36



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

Verlauf der BSE-Epidemie in Grofibritannien

Die beiden Darstellungen und (Seite zeigen den Verlauf der BSE-Epidemie
in Grofsbritannien bzw. dem United Kingdom seit Mitte bzw. Ende der 1980er Jahre.

In Abbildung [[T.6ist deutlich der Verlauf der Opferzahlen sowie der Hohepunkt der BSE-
Epidemie in Groftbritannien zu erkennen. Seit dieser Zeit zeigen die Mafnahmen der
BSE-Bekdmpfung Wirkung.

4000 -

3500 - Mammalian
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3000 - SBO ban L s

Feed ban
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First verified

Number of cases
e = th
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¥

1000 -
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Abbildung I1.6.: Zeitlicher Verlauf der BSE-FEpidemie in Grofbritannien 1986 bis 2000. Die
Zeitpunkte der ergriffenen Mafinahmen sind angezeigt. 1986: Erste aufgetretene BSE Fille; 1988:
Verfiitterungsverbot eingebracht; 1990: Verbot spezifizierter Schlachtabfille (SBO, spezified bovine
offals) von Rindern (d.h. Hirn, Rickenmark, Thymus, Mandeln, Milz, Innereien) iber 6 Monate;
1996: Ausweitung des Verfiitterungsverbotes von Fleisch- und Knochenmehl (MBM, meat and

bone meal) an Lebensmittel liefernde Tiere, 1994 auf alle Siugerarten. [BROWN 2001/
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Tabelle zeigt den Verlauf der Opferzahlen sowie Hohepunkt der BSE-Epidemie in
Grofsbritannien und im United Kingdom. Dariiber hinaus wird ersichtlich, dass die riick-
ldufige Tendenz der an BSE erkrankten Rinder weiter anhélt.

Tabelle II.4.: Anzahl der Falle Boviner Spongiformer Enzphalopathie (BSE) im United
Kingdom®.

Total
Alderney Gr'eat' Guernsey*® Isle bo £ Jersey Northern United
Britain Man Ireland Kinedom
g
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) Fille 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 11.5.: Anzahl der CJK-Verdachtsfille unter 50 Jahren zwischen 1996 und 31.12.2005
sowie Anzahl der Todesfille als Folge der vCJK bis 31.12.2005.

Land Anzahl der Verdachtsfille unter 50 Jah- Anzahl der vOJK-Fille
ren seit 1996

Australien 63% 0
Osterreich 119 0
Kanada 48b 1
Frankreich 1028¢ 14
Deutschland 1364 0
Italien 251 1
Niederlande 22 1
Slovakei 134 0
Spanien 45° 1
Schweiz 26 0
Groftbritannien 415¢ 153

a

b) bis 30.09.2005

ISH

e

Bei den Opferzahlen der vCJK in Abbildung[[T.5]wird ersichtlich, dass nur in den Léndern
eine grofsere Anzahl an vCJK-Opfern zu verzeichnen ist, in denen auch die BSE verstéarkt

aufgetreten war.

beim Ausbruch

C) einschliefslich Verdachtsfille auf familidre oder iatrogene CJK

ohne Verdachtsfélle auf familidre oder iatrogene CJK
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Opfer in Grofibritannien

In Abbildung[[T.6)sind die Verdachtsfélle sowie die Opferzahlen der CJK in Grofsbritannien
bis zum Mai 2006 dargestellt. Eine Aufgliederung je nach Form der vorliegenden CJK
ermoglicht einen Einblick in den Verlauf der Opferzahlen der vCJK.

Es wird hier erkennbar, dass es im Jahr 2000 einen deutlichen Hohepunkt der vCJK-
Opferzahlen gab. Seither sind die Opferzahlen riicklaufig. Dieser Verlauf ist schliissig im
Bezug auf den Verlauf der Epidemie der BSE bei den Rindern. Der Hohepunkt der vCJK
beim Menschen ist zeitlich verzogert, da die Vorsorgemafinahmen aufgrund einer wesent-
lich langeren Inkubationszeit spater Wirkung zeigen.

Tabelle II.6.: Uberwiesene CJK-Fille, gesicherte und vermutete CJK-Todesfille in Grofbri-
tannien (Mai 2006).

iiberwiesene
CJK- gesicherte und vermutete CJK-Todesfélle

Verdachtsfalle

Jahr | Fille | Jahr | SCIK | ICIK O HCIK | agq | qyyc | Tote

sporadisch| iatrogen | hereditéir 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
Falle 11 ogg | Tote 856 51 54 30 | 156 | 1147
gesamt gesamt

*) 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 gestiitzt. 2005 gelang
es einer Forschergruppe um Castilla infektioses Prionprotein im Labor zu generieren und
Hamster damit zu infizieren [CASTILLA 2005]. Damit ist eine wesentliche Liicke im Beweis
von Prusiners Nur-Prion-Hypothese geschlossen.

Woran genau die Infektiositit gekoppelt ist, und wie im Detail die Ubertragung der in-
fektiosen Eigenschaften vonstatten geht, konnte noch nicht ergriindet werden. Auch die
molekularen und biochemischen Vorgénge der Neurodegeneration sowie die physiologische
Funktion des zelluldren PrP sind nicht geklart. [AGuzzr 2004]

Erwahnenswert ist die Tatsache, dass das verdauungsbestédndige Prionprotein (PrPres),
das in den zugelassenen BSE-Tests nachgewiesen wird, nachweislich nicht identisch mit
der Komponente aus infektiosem Gehirn ist, an die die Infektiositdt gekoppelt ist. So
existieren beispielsweise weitgehend proteolyseresistente Prionproteine PrPres, die keine
Infektositéat aufweisen. [RIESNER 2001Db]

Folgende neueren Erkenntnisse konnten fiir zukiinftige Forschungsarbeiten sowie den Um-
gang mit den TSEs noch Auswirkungen haben:

e Bei oral infizierten Hamstern konnte schon vor Einsetzen der klinischen Symptome
in Muskelgewebe PrP*¢ nachgewiesen werden konnte [THOMZIG 2004].

e Neueste Untersuchungen bestitigten PrP°¢ in der Milch einer BSE erkrankten Kuh,
die an Mastitis litt [L1GIOS 2005].

e Auch im Urin von Méusen mit chronischer Nierenentziindung, die mit Scrapie infi-
ziert wurden, konnten pathologische Prionproteine nachgewiesen werden
[SEEGER.2005].

e Ein Patient entwickelte {iber 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. Risikoeinschatzung

Eine neuerliche Hysterie sollten derartige Forschungsresultate nicht auslosen. Die Detek-
tion von PrP*¢ in weiteren Kérperfliissigkeiten und Organen ist eine Frage der Zeit. Da
Infektiositit bereits in Blut nachgewiesen wurde [BROWN 1999], kann eine Ubertragung
in alle Bereiche des Korpers durch die Léasion innerer Organe nicht ausgeschlossen wer-
den. Die Anreicherung im gesamten Nervensystem ist bekannt, ebenso im Lymphsystem.
[RIESNER. 2001al

Durch verbesserte und noch steigende Empfindlichkeit der analytischen Methoden kann
es somit bei infizierten Individuen zukiinftig moglich sein, im gesamten Organismus ge-
ringste Mengen an PrP®¢ und/oder Infektositit nachzuweisen.

Betrachtet man die Statistiken, so wird im Falle der BSE deutlich, dass gerade in Grofs-
britannien, das als einziges Land von einer BSE-Epidemie betroffen war, seit 1993 die
getroffenen Mafnahmen deutlich greifen und die BSE-Epidemie iiberwunden ist. Auch in
den anderen betroffenen Léndern treten nur noch vereinzelte BSE-Félle auf. Durch die
Kenntnis der Hauptursachen fiir die starke Ausbreitung konnte die BSE wieder weitest-
gehend zurlickgedréngt werden.

Fiir die neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit kann wohl ein &hnlicher Verlauf
angenommen werden. Trifft die Kausalitat der BSE fiir die vCJK zu, so ist der folgende
Verlauf der Opferzahlen schliissig. Das Abklingen der CJK-Fille erfolgt aufgrund léngerer
Inkubationszeiten der Erkrankung beim Menschen zeitlich verzogert und gestreckt. Auch
hier scheint der Zenith der Opferzahlen bereits iiberschritten zu sein.
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2. Zerschaumungsanalyse

Die Zerschdumungsanalyse (oder kurz Zerschdumung) zahlt zu der Gruppe der adsorp-
tiven Gasblasentrennmethoden. Gemeinsam ist allen Methoden aus dieser Gruppe die
Ausnutzung von Phasengrenzflichenphdnomenen an der Kontaktfliche zwischen Fliissig-
keit und Gas. Diese Methoden sind wirkungsvolle, aber schonende Mafsnahmen, sowohl
zur Abtrennung als auch zur Aufkonzentrierung von Stoffen aus Losungen und Suspen-
sionen.

Sehr viele chemische Verbindungen und Substanzen sind selbst oberflichenaktiv und ha-
ben deshalb das Bestreben, sich an der Phasengrenzfliche anzulagern. Im Fall von Stoffen
ohne eigene Affinitdt zur Phasengrenzfliche kénnen fiir eine Zerschdumungsanalyse aus-
gewéhlte Schaumungshilfsmittel (Detergenzien) zugegeben werden, mit deren Hilfe eine
Anreicherung an der Grenzflache erzielt werden kann.

2.1. Adsorptive Gasblasentrennmethoden

Die Zerschdumungsanalyse wird in verschiedenen Variationen angewandt und ist geeignet,
unterschiedliche Stoffe aus wéssrigen Losungen zu separieren oder anzureichern.
Einen Uberblick iiber die verschiedenen Formen der Zerschdumungsanalyse gibt Abbil-

dung [[1.7]

Lemlich [LEMLICH 1972] differenzierte die verschiedenen Zerschdumungsformen zunéchst
in schaumbildende Verfahren (Schaumseparation) und nichtschiumende adsorptive Bla-

Adsorptive Blasentrennmethoden

[ |
Schaumseparierung nichtschaumende

adsorplive Blasenseparerung

Zarsch‘iumung S-::h'aum- Flulssig- Ela:;en-
Flotation Sublation Fraktionierung

I |( T | R I | ﬂlj lt . 1

Erz-  Makro- Mikro- Prazipitat- lonen- Molekular-  adsorbierende  Kolloid-  Mineral-

Flait. Flat. Flot. Flot. Flat. Flot. Kollgid-Flot. Flot. Flot,

Abbildung I1.7.: Die unterschiedlichen adsorptiven Gasblasentrennmethoden nach Lemlich
JLEMLICH 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 nichtschdumenden adsorptiven Blasen-
separierungsmethoden umfassen die Losungsmittelsublatation und die Blasenfraktionie-
rung. Unter Schaumseparierung versteht man die Schaumflotation, die wieder viele ver-
schiedene Ausformungen findet, sowie die Zerschaumung. Eine konkrete Zuordnung zu
einem Typ ist nicht immer méglich. Die Ubergéinge sind fliefend.

(Gas-)Blasenfraktionierung (bubble fractionation)

Bei dieser Form der nichtschdumenden adsorptiven Blasenseparierung kommt es nach
Dormann und Lemlich [DORMANN 1965] durch Adsorption geloster oberflichenaktiver
Verbindungen an die aufsteigenden Gasblasen zu einer relativ geringen Konzentrations-
verschiebung. An der Phasengrenzfliche der Blasen steigen die Verbindungen mit zur
Fliissigkeitsoberfliche auf. Dort entweicht das Gas der Blasen, und das angereicherte Fluid
aus der vormaligen Phasengrenzfliche wird oben in der Fliissigkeit angereichert. Aus die-
ser oberen Region wird dann das leicht angereicherte Fluid entnommen. [MAAS 1974]

Lésungsmittelsublation (solvent sublation)

Die wissrige Phase, in der die anzureichernde Substanz vorliegt, wird bei der Lésungsmit-
telsublation mit einer darin nicht 18slichen organischen Phase (z.B. Octanol) iiberlagert.
Im Gegensatz zur Gasblasenfraktionierung reichern sich die an der Blase mittransportier-
ten Molekiile nicht einfach nur oben in der Fliissigkeit an, sondern 16sen sich im unpolaren
Medium, wenn die Blasen dieses passieren und das Gas in die Atmosphére tibertritt. Be-
dient man sich hier ionischer Tenside, konnen auch Stoffe ohne Oberflachenaktivitit aus
wassriger Losung extrahiert werden.

Schaumflotation (foam flotation)

Anders als bei den anderen adsorptiven Gasblasentrennmethoden werden bei der Schaum-
flotation, vereinfacht meist Flotation genannt [GAUDIN 1957, nicht geloste Stoffe, sondern
Partikel aus einer Suspension geschaumt. Diese Technik findet weit verbreitet Anwendung
und wird je nach Groéfe 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), abgeschdumt werden [DOGNON 1941]. Weiterhin gibt es die Prézipitationsflotati-
on, bei der die Zielsubstanz erst prézipitiert wird und dann durch die Gasblasen in den
Schaum getragen werden kann [BAARSON 1963|. Bei der Ionen- bzw. Molekiilflotation
werden nichttensidische Ionen bzw. Molekiile mit Hilfe eines unléslichen Kollektors ab-
geschdumt [SEBBA 1962]. Von Kolloidflotation spricht man, wenn das abzuschdumende
Material an kolloidale Partikel adsorbiert und mit diesen in den Schaum transportiert
wird.
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Zerschdumungsanalyse (foam fractionation)

Anders als bei der Flotation, wo suspendierte Partikel angereichert werden, handelt es
sich bei der Zerschdumungsanalyse um echt oder kolloidal geldste Stoffe, die selbst meist
auch oberflachenaktiv sind, also Detergenzwirkung aufweisen und im Schaum angereichert
werden. Eine Zugabe von Tensid zur Unterstiitzung der Schaumbarkeit ist moglich.

Wie oben bereits angedeutet, ist eine genaue Differenzierung bei der Nomenklatur nicht
immer moglich, denn Anwendungen der adsorptiven Gasblasentrennmethoden bedienen
sich verschiedener Effekte oder konnen nicht genau einer Gruppe zugeordnet werden. Bei
systematischer Benennung wéren viele Anwendungen zwischen den einzelnen Methoden
anzusiedeln. So gibt es z.B. bei der Ionenflotation auch Techniken, bei denen keine par-
tikuldren Bestandteile an der Abtrennung beteiligt sind, sondern ein in echter Losung
befindlicher Stoff abgeschdumt wird [DOYLE 2003|. Ebenso verhélt 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
Phasengrenzflache angereichert werden.

Auf derart semantische Probleme stoft man auch in dieser Arbeit, sobald man versucht,
die genutzten Effekte einer speziellen Technik aus der Gruppe der adsorptiven Gasbla-
sentrennmethoden zuzuordnen. In derartigen Féllen wird der erzielte Effekt beschrieben,
ohne etwaige Widerspriiche zur engeren begrifflichen Definition zu erértern.

2.2. Grundlagen der Zerschdaumungsanalyse
2.2.1. Schaum

Definitionsgeméfs sind Schédume disperse Systeme von Gas in Fliissigkeit oder Feststoff,
d.h. es sind Gasblasen, die durch diinne Schichten aus Fliissigkeit oder Feststoff getrennt
sind [MANEGOLD 1953]. Da in dieser Arbeit nur Schdume mit Fliissigkeiten relevant sind,
wird der Feststoffschaum im Folgenden vernachléssigt.

Bei den Schdumen bezeichnet man die zwei extremen Formen der Verteilung von Gas
und Fliissigkeit ineinander als Kugelschaum resp. Polyederschaum. Der Ubergang zwi-
schen diesen beiden Grenzformen ist flieflend. Eine Zwischenform ist der Wabenschaum.
Zur Veranschaulichung dienen die Abbildungen (Seite sowie, im Detail, Abbil-

dung [[T.11] (Seite [50).

Der Kugelschaum ist eine konzentrierte Verteilung selbststandiger, d.h. voneinander un-
abhéngiger Blasen in einer Fliissigkeit. Bei der Zerschdumung tritt diese Blasenform in
der Fliissigkeit auf sowie dort, wo die aufsteigenden Blasen sich konzentrieren und die
Fliissigkeit zwischen diesen zuriickzulaufen beginnt (siehe Abbildung , Seite @, un-
ten).
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-

Abbildung I1.8.: Ent-
wicklung und Verhalten
des Schaumes wdhrend
der Zerschaumunyg.
Die in der Flissigkeit
vereinzelt wvorliegenden
Gasblasen sammeln sich
oben an der Flissigkeit
und bilden einen Ku-
gelschaum. Aus diesem
entsteht durch Riicklauf
von Flissigkeit schnell
Wabenschaum.  Dieser
geht durch Drainage ab-
gereicherter Flissigkeit
kontinuierlich in Poly-
ederschaum dber, aus
dem, ganz oben, véllig
entwasserte polyhedrale
Zellen hervorgehen.

Ist dieser Riickfluss — man spricht von Drainage — etwas fortgeschritten, so entsteht Wa-
benschaum (siehe auch hierzu die Abbildung, d.h. die Blasen sind nicht mehr sphéa-
risch (kugelférmig), aber noch rundlich, mit ebenen Bereichen an den Kontaktflachen.
Durch den weiteren Riickfluss von Fliissigkeit zwischen den Blasen lagern sich die Grenz-
flichen der einzelnen Blasen in steigendem Mafe aneinander und bilden ebene Flachen,
es entsteht Polyederschaum (Abbildung oben, sowie Abbildung (Seite [50))).
Bei diesem Schaum sind die einzelnen Blasen lediglich noch durch Fliissigkeitslamellen
voneinander getrennt, deren Dicke 10 nm bis 1 pum betrigt. Schematisch ist eine derartige
Lamelle (bei einer freien Blase) in Abbildung [[1.9] (Seite [47]) dargestellt. Die Grenzflichen
der Lamellen zur Gasphase hin werden von Detergenzien (oberflichenaktive Substanzen)
gebildet.

An den Kanten und Ecken der Polyeder treffen die (im Schaum ebenen) Lamellen aufein-
ander und die interlamellare Fliissigkeit bildet zusammenhéngende Dreieckskanéile, deut-
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lich erkennbar in Abbildung [[L.11] (Seite [p0). Diese Kanile, als Gibbs-Kanile
IBARTSCH 1926] oder Plateau-Rénder [PRINS 1988, [GRIEVES 1982 bezeichnet, spielen
eine zentrale Rolle fiir die Drainage im Schaum, und somit fiir die Anreicherung bei der
Zerschaumung. In Abbildung |[I1.12| (Seite |51)) ist ein Schnitt durch einen Gibbs-Kanal dar—
gestellt. Diese im Polyederschaum auftretenden Kanéle werden unter Il.m (Seite
naher beschrieben.

Wahrend die Generierung von Kugelschaum auch ohne Vorhandensein von Detergenzien
moglich ist, weil lediglich Gas in einer Fliissigkeit verteilt vorliegt, sind fiir Wabenschaum
und Polyederschaum oberflichenaktive Stoffe in der Losung eine zwingende Vorausset-
zung, da die Phasengrenzflache stabilisiert sein muss [TADROS 2005].

2.2.2. Detergenzien

Detergenzien sind Stoffe, welche die Grenzflachenspannung herabsetzen. Synonym spricht
man auch von oberflachenaktiven Substanzen oder Tensiden. Detergenzien sind amphiphi-
le Substanzen, d.h. sie haben mindestens einen hydrophilen (wasserliebenden) und einen
hydrophoben (wasserabstofienden) Molekiilteil. [ROMPP 2005]

Aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens von Molekiilabschnitten gegeniiber Wasser ori-
entieren sich Detergenzien bevorzugt mit dem hydrophilen Molekiilteil zur Wasserphase,
mit dem hydrophoben Teil weg vom Wasser, zur Gasphase [LEMLICH 1972| resp. hin zu
einer lipophilen Phase. Deshalb ordnen sich amphiphile Molekiile an Phasengrenzflachen
an und verdndern deren Eigenschaften. In erster Linie verringern Tenside die Oberflachen-
spannung, was grundlegende Voraussetzung fiir die Bildung von Schaum ist [MAAS 1974].

In Abbildung ist dieses Verhalten schematisch dargestellt.

Lamelle Abbildung I1.9.: Ver-

;’J ) halten wvon Tensidmo-

~ Fliissigkeit lekiilen in und aufler-

7 1 halb von Fliissigkeit. Die

F %—T%__, Tenside sind als Strich

J)\EJ,;E &J}&J}fggﬂoolﬁf%ﬁ\l;&& mit etnem Ring an einer
07 [0 Seite symbolisiert. Die-

LiiflEse ser Ring steht fir den
hydrophilen (wasserlie-

q;?,ﬂ Tensid benden) Molekiilteil, der
Gai'[L'x_;_:o Strich stellt die hydro-

phobe (wasserabstofien-
de) Molekulregion dar.
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Aus energetischer Sicht fiihrt die Anlagerung amphiphiler Molekiile zu einem begiinstig-
tem Zustand der Detergenzien, da wasserunlosliche Molekiilregionen einen energiedrme-
ren Zustand einnehmen, wenn sie vom Wasser weg in die Gasphase ragen. Zudem hat
die Grenzflache der Fliissigkeit einen energiedrmeren Zustand, weil polare Molekiile des
Losungsmittels nicht in direkten Kontakt mit der (hydrophoben) Gasphase treten, son-
dern die Tensidmolekiile die Unterschiede von polarer und unpolarer Phase vermitteln.
Als Folge wird die Oberflichenspannung herabgesetzt, die einer Ausdehnung oder Neu-
schaffung von Phasengrenzflache entgegenwirkt. Der ungiinstige, weil hochenergetische
Zustand grofer Oberfliche wird somit durch die vermittelnde Wirkung der oberfléchen-
aktiven Molekiile in einen giinstigeren, energiedrmeren gewandelt. [TADROS 2005

Das Bestreben, eine moglichst geringe Oberflache zu bilden, &ufiert sich des Weiteren auch
in der sphérischen Form von Blasen, denn die Kugel ist diejenige geometrische Form, wel-
che im Vergleich zum Volumen die geringste Oberfliche (Grenzflache) aufweist.

Eine wichtige Grofe bei der Schaumbildung mit Hilfe von Tensiden ist die kritische
Mizellen-Konzentration (critical micelle concentration, cmc). Von ihr héngt es ab, ob die
Luftblasen nach Verlassen der Fliissigkeit sofort kollabieren oder Schaum aufgebaut wird.
Die cmc gibt die Konzentration an Detergens an, bei der die amphiphilen Molekiile nicht
mehr einzeln in der Losung vorliegen, sondern Aggregate bilden. In dieser Form wenden
sie ihre lipophilen Molekiilregionen einander zu, und es sind nur noch die hydrophilen
Regionen des Molekiils im Wasser gelost. Dies kann sphérisch zu Kugelmizellen, zu Stab-
mizellen oder zu lamellaren Doppelschichten fithren. Mischformen zwischen den genannten
Anordnungen sind moéglich. Entscheidend ist bei allen Aggregatformen die Zusammenla-
gerung hydrophober Molekiilregionen, um diese nicht in das wéssrige Losungsmittel zu
orientieren.

2.2.3. Prinzip der Zerschaumungsanalyse

Ostwald [OSTWALD 1936] beschreibt mit dem Terminus Zerschiumung das Einleiten eines
Gases in eine fliissige Phase, wobei die Blasen beim Austritt aus der Fliissigkeit Schaum
bilden, der in einer Saule aufsteigt. Am Ende der Saule wird der Schaum in ein Geféaf
iiberfiihrt und zerféllt dort. Eine sehr einfache Apparatur fiir die Zerschidumungsanalyse

zeigt Abbildung aus Seite [49]

Voraussetzung fiir die Bildung von Schaum ist die Anwesenheit von oberflichenakti-
ven Stoffen in der Fliissigkeit. Solche Stoffe lagern sich aufgrund sowohl hydrophiler
als auch hydrophober Molekiilstrukturen bevorzugt an die Phasengrenzfliche zwischen
Gas(-blasen) und Fliissigkeit an. Dort setzen sie die Oberflichenspannung herab und bil-
den einen flexiblen, kohésiven Film. Bei der Zerschdumung reichern sich (vorrangig) die
Komponenten mit der hochsten Affinitdt zur Grenzfliche an [SCHNEPF 1959].

Die oberflichenaktive Substanz ist im Idealfall die anzureichernde selbst. Ist deren Tensid-
wirkung nicht stark genug oder deren Konzentration zu niedrig fiir eine Schaumbildung,
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Abbildung I1.10.: Sche-

o matische Skizze einer Zer-
< a Kollabieren schdmungsapparatur wdah-

[ _/_\‘1;1 | des ehaumes rend der Zerschdumung.
I Das durch die Fritte un-
ten in die Flissigkeit ge-
leitete Gas generiert Bla-
sen, die den Schaum auf-
bauen. Die fir die Zer-
schdumung wichtigen Pro-
zesse der Grenzflichenad-
sorption in der Flissigkeit
sowie Drainage und Ko-
aleszenz des Schaumes in
der Sdule sind angezeigt.
Oben an der Sdule wver-
in der Flissigkeit: lasst  kollabierter Schaum
Grenzflachenadsorption als Spumat die Saule.
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konnen zur Unterstiitzung der Schiumung Detergenzien zugegeben werden. Da es genaue,
systematische Vorhersagen iiber die Wirkung zugegebener Tenside bei der Zerschdaumung
noch nicht gibt, muss die Eignung einzelner Tenside empirisch ermittelt werden.

Die Anreicherung von Substanzen bei der Zerschdumung wird in erster Linie durch die
Grenzflachenadsorption der oberflichenaktiven Substanzen an die Gasblasen in der Fliis-
sigkeit sowie die Drainage und das Kollabieren und die Koaleszenz von Blasen in der
Schaumséaule gewéhrleistet.

2.2.3.1. Oberflachenadsorption

Beim Aufsteigen der Gasblasen in der Fliissigkeit ordnen sich oberflichenaktive Substan-
zen in Abhéngigkeit ihrer Eigenschaften an der Phasengrenzfliche an. Daraus resultiert
ein Ansteigen der Konzentration des oberflichenaktiven Stoffes hin zur Grenzflache.
Entscheidenden Einfluss haben bei diesem Vorgang die Oberflichenspannung zwischen
den Phasen, die Oberflichenaktivitéit, die Hydrophobizitat und das elektrokinetische Po-
tential der anzureichernden Verbindung(-en).

Die an der Oberfliche der Blasen entstehende Schicht oberflichenaktiver Molekiile wird
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in der Fliissigkeit mit nach oben transportiert. Sie verhindert ein Zerplatzen der Blasen
oben an der Fliissigkeitssaule aufgrund der verringerten Oberflichenspannung und der
Bildung eines kohésiven Filmes.

2.2.3.2. Aufkonzentrierung im Schaum

Die Effekte, welche bei der Zerschaumung eine Anreicherung bedingen, die weit iiber die
Differenzierung der Konzentration durch die Oberflachenadsorption hinausgeht, finden in
der Schaumséule statt. Dies ist zum einen der Drainage-Effekt und zum anderen die Kol-
labatbildung.

Drainage

Sowohl die Gravitation als auch die Sogwirkung der Gibbs-Kanile (Plateau-Rénder)
(deutlich erkennbar in Abbildung [II.11} skizziert in Abbildung auf Seite an den
Réndern der polyhedralen Blasen bewirken die Drainage. Die genannten Kanéle weisen
aufgrund der Kriimmung der Oberflaiche an den Kanten der Polyeder einen Unterdruck
gegeniiber den Lamellenflichen auf, d.h. die Fliissigkeit, die zwischen den Polyederfla-
chen mit in den Schaum getragen wurde (Marangoni-Effekt) [TADROS 2005, wird in die
Kanile zwischen den Polyederrindern gesaugt. Von dort sowie aus den Lamellen fliefst,
bedingt durch die Gravitation, abgereicherte Fliissigkeit zuriick in die Vorlage. Die an der
Phasengrenzflache angelagerten Molekiile hingegen verbleiben an der Phasengrenzfliche
der Blase. Dies bedeutet eine selektive Entfernung von Losungsmittel und somit eine An-
reicherung der Molekiile an der Phasengrenzfliche. |[GRIEVES 1982]

Einfluss auf die Geschwindigkeit der Drainage hat neben der Blasengrofse und der Tempe-
ratur auch die stoffliche Zusammensetzung der Flissigkeit (z.B. die Viskositét)

Abbildung II.11.:
Polyederschaum. Die Lamellen
dieses stark entwdisserten Schau-
mes sind kaum noch zu erkennen.
Deutlich sieht man die Struktur
aus Gibbs-Kandlen.
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Abbildung I1.12.:

Darstellung eines Gibbs-Kanals
(Plateau-Rand) |GRIEVES 1982].
Die Gasphase ist bezeichnet; die

schraffierte Fldche ist ein mit
Flissigkeit befillter Gibbs-Kanal.

Koaleszenz und Kollabieren des Schaumes

Koaleszenz (Zusammenschluss von kleinen Blasen zu groferen) im Schaum sowie das
Kollabieren (Zerfall, Brechen des Schaumes) von Blasen am oberen Ende der Schaumséule
fithren dazu, dass die Oberflache verringert wird.

Als Konsequenz flieltt das wiéssrige Losungsmittel, angereichert mit oberflichenaktivem
Material, in den Schaum zuriick. Auf diese Weise entsteht in der Schaumséule von oben
her ein Gegenstrom von angereicherter Fliissigkeit. Da dieser in Wechselwirkung mit der
Phasengrenzfliache tritt, wird die Aufkonzentrierung verstéarkt. Hier wird auch ersichtlich,
dass sich Stoffe entsprechend ihrer Affinitat zur Oberflache in der Schaumséaule anreichern.

Die entscheidenden Effekte Drainage und Koaleszenz sowie Kollabieren des Schaumes
werden von Parametern wie Temperatur, Druck, Viskositat der Fliissigkeit, Art und Kon-
zentration der anzureichernden Substanz und des ggf. zugesetzten Tensides beeinflusst.
Von Bedeutung ist auch die Grofe der Blasen, die u.a. durch die Porengrofte der Frit-
ten und den Gasvolumenstrom aber auch durch die Oberflichenspannung, und somit das
Tensid beeinflusst werden. Weiterhin iibt die Dimension der Apparatur einen Einfluss auf
das Verhalten der Blasen bei der Zerschdumung aus. Naheres zu diesen Parametern folgt

unter [2.4] auf Seite B3l
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2.2.4. Produkte der Zerschaumung

Produkte aus der Zerschiumung sind einerseits das Spumat [OSTWALD 1941]. Das ist
der zerfallene (kollabierte) Schaum, der oben von der Schaumséule gewonnen wird (siche
Abbildung auf Seite . Im Spumat sind die Substanzen enthalten, die im Schaum
in bzw. an die Phasengrenzschicht der Schaumblasen ein- bzw. angelagert waren. Dies
sind die oberflichenaktiven Substanzen und gegebenenfalls an die Grenzfliche oder die
Tenside angelagerte Inhaltstoffe.

Andererseits bleibt (im Sumpf) von der Vorlage, aus der geschaumt wurde, abgereicherte
Fliissigkeit zuriick. Sie wird als Riickstand bezeichnet.

2.3. Spezielle Techniken der Zerschaumung

Entsprechend der Vielzahl an Trennungsproblemen, die mit Hilfe der Zerschdumungs-
analyse gelost oder zu losen versucht werden, gibt es unterschiedlichste Variationen und
Modifikationen beim Zerschdumungsprozess.

Den bekannten Zerschdumungsapparaten ist ein Fliissigkeitsreservoir am unteren Ende
der Saule, in welches das Gas zur Erzeugung von Schaum geleitet wird, und dariiber ein
Rohr, in dem die Aufkonzentrierung stattfindet, gemein (Abbildung [[I.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 Zerstoren (Brechen) des Schaumes und so zur
Gewinnung des Spumates angebracht werden.

Zur Verbesserung der Zerschaumungseffizienz sind folgende Abwandlungen des einfachen
Prozesses moglich.

e Batch-Verfahren und kontinuierliche Zerschiumung

Beim Batch-Betrieb wird die Séule einmal mit Vorlage befiillt. Aus dieser Fliissigkeit
wird geschdumt, ohne die Vorlage nachzufiillen 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
Mafsstab und gegeniiber kontinuierlicher Arbeitsweise einfacher durchfiihrbar ist.
Alternativ besteht die Moglichkeit, die Zerschaumung kontinuierlich zu betreiben,
d.h. in den Vorlagebereich (den Sumpf) wird laufend neue Vorlagefliissigkeit ein-
geleitet und an einer festgelegten Position abgereicherte Fliissigkeit entnommen.
Dies ware bei einer praktischen Anwendung im grofsen Mafstab giinstig, da konti-
nuierlicher Betrieb im industriellen Ablauf meist weniger arbeitsintensiv und daher
wirtschaftlicher ist als ein chargenweises Arbeiten.
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e Kreislaufzerschaumung
Eine weitere Option bei der Durchfithrung der Zerschdumung ist die Riickfiihrung
von Schaum oder Spumat in die Zerschdumung. Man spricht in diesem Fall von
Kreislaufzerschiumung [OSTWALD 1941]. Diese Moglichkeit besteht bei kontinuier-
lichem und bei diskontinuierlichem Betrieb. Die Einspeisung des zuriickgefiihrten
Stromes ist in beliebiger Hohe in den Schaum sowie in den Sumpf méoglich.

e Kolonnenzerschaumung
Bei der Kolonnenzerschidumung handelt es sich um eine Reihenschaltung von Zer-
schdumungssdulen, wobei das Spumat aus einer Saule jeweils die Vorlage fiir die
néchste Séule liefert [OSTWALD 1940]. So ist eine weitere Anreicherung des Spuma-
tes in der jeweils néachsten Stufe moglich.
Eine Fortentwicklung der Kolonnenzerschaumung ist die Multistage-Zerschaumung.
Hier wird die Zerschdumung auf mehreren Boden durchgefiihrt [DARTON 2004].

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

2.4. Apparatur und Parameter bei der Zerschaumung
2.4.1. Geometrie der Apparatur

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

Vorlagebereich

Die Form des Vorlagegefifses bedingt aufgrund der Héhe der Fliissigkeit die Zeitspanne, in
der die Blasen in der Vorlage verweilen und somit die Dauer, in der Oberflachenadsorpti-
on stattfinden kann [URIAZEE 1995, [AHMAD 1975|]. Werden im Verhéltnis zur gebildeten
Schaummenge grofse Volumina der Vorlage eingesetzt, kann das Vorlagegefafs eine sphéri-
schere Form erhalten als das Rohr, wodurch die vertikale Abmessung der Apparatur gering
gehalten werden kann. Durch diese Mafnahme verringert sich die Verweilzeit der Blasen
in der Fliissigkeit und somit die Zeit fiir die Adsorption. Doch den mafgeblichen Beitrag
fiir eine hohe Anreicherung liefern die Drainage und die Koaleszenz in der Schaumséule
sowie das Kollabieren oben am Schaumsiulenende. Die Verweilzeit in der Vorlage iibt
einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die Anreicherung aus [KINOSHITA 2003].
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Saulenquerschnitt, volumenvergrofsernde Einbauten

Der Querschnitt der Sdule bedingt die Geschwindigkeit, mit der sich die Schaumséule
aufbaut, sowie die Drainage und die Koaleszenz. Weiterhin hat er grofsen Einflufs auf das
Kollabieren des Schaumes und so den Aufbau einer Schaumséule.

Bei gegebenem Volumenstrom ist die Stromungsgeschwindigkeit von der Rohrquerschnitts-
flache abhingig. Betrachtet man die fiir die Anreicherung mafsgeblichen Effekte der Drai-
nage und der Koaleszenz [KINOSHITA 2003|, sollten Einbauten mit erweitertem Quer-
schnitt die Anreicherung verbessern. Denn die zwischen den Blasen zuriicklaufende Fliis-
sigkeit hat eine bestimmte Geschwindigkeit, die entgegen der des aufsteigenden Schaumes
gerichtet ist. Je grofer die Querschnittsfliche der Einbauten ist, desto mehr Fliissigkeit
kann in gleicher Zeit zuriicklaufen. Die Geschwindigkeit, mit der sich die Schaumséau-
le aufbaut, verringert sich bei grofserem Durchmesser, die Riickflussgeschwindigkeit der
Fliissigkeit hingegen bleibt konstant. Verschiedene Anwender der Zerschiumung setzen
solche Einbauten bereits ein [SCHONFELD 1967, [BANERJEE 1993].

Andererseits beschreibt Liu [L1u 1995], mit kleineren Sdulendurchmessern héhere Anrei-
cherungen erzielt zu haben.

(Schaum-) Sidulenhdhe

Kinoshita et al. [KINOSHITA 2003] fanden bei Zerschdumungen in verschieden hohen
Schaumséulen die stdrkste Anreicherung bei der Arbeit mit der ldngsten Saule. Dies
ist darauf zurtickzufiihren, dass in der Schaumséule die entscheidenden Abléufe (Koales-
zenz, Kollabieren und Drainage) zur Anreicherung stattfinden (wie oben beschrieben).
Die im Schaum zuriickfliefende Fliissigkeit ist gegeniiber dem verbleibenden Schaum ab-
gereichert. In einer hoheren Schaumsaule kann stéarker abgereichertes Spumat oben vom
Schaum abgenommen werden. [L1U 1995, DORMANN 1965]

Begrenzt wird die ausfithrbare Hohe der Schaumséaule durch die Stabilitat des Schaumes,
denn ab einer gewissen Hohe kollabiert der Schaum so stark, dass kein weiterer Aufbau
der Schaumséaule mdoglich ist.

2.4.2. Gaseinleitung: Art und PorengrélRe

Zur Erzeugung unterschiedlich feiner Blasen fiir die Zerschdumung kénnen verschiedene
Vorrichtungen eingesetzt werden. Im einfachsten Fall leitet man das Gas einfach durch
ein Verteilerrohr ein. Zur Generierung feinerer Blasen werden stabférmige Glasfilterkerzen,
Metallfritten sowie pordse plane Membranen, die senkrecht zum Rohr in dieses eingelassen
sind, verwendet |[LIMA 1994]. Durch die Auswahl der Porositéat von Fritte resp. Membran
kann Einfluss auf die Blasengrofse genommen werden.
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2.4.3. BlasengroBe

Die Blasengrofse ist in erster Linie abhéangig von der Porositiat der Fritte sowie von der
Hohe des Gasvolumenstromes (Flux) und der Oberflachenspannung der Fliissigkeit gegen-
iiber dem Gas. Fritten mit feinen Poren bilden eher kleine Blasen, grobe Fritten grofere.
Bei hohem Gasvolumenstrom entstehen grofere Blasen als bei niedrigerem.

Beim Aufsteigen in der Vorlage haben kleine Blasen eine léngere Verweilzeit, da sie langsa-
mer aufsteigen. Zudem fallt das Oberflachen/Gasvolumen-Verhéltnis bei kleineren Blasen
(bei gleichem Gesamtgasvolumen) stark zu Gunsten der Oberfldche aus. Die fiir die Zer-
schdumung entscheidende Phasengrenzfliche ist (bei konstantem Flux) bei kleinen Blasen
(feiner Schaum) wesentlich grofer.

2.4.4. Gasvolumenstrom, Dauer der Zerschaumung

Die Hohe des Gasvolumenstromes (Flux) hat folgende Einfliissse auf das Resultat der
Zerschaumung: Ein niedriger Flux bewirkt bei gleicher Porositat der Fritte eher kleine-
re Blasen. Die Schaumséule baut sich langsamer auf, und bei ldngerer Verweilzeit des
Schaums in der Sdule kann mehr Drainage erfolgen. Hinzu kommt eine geringere Menge
an Fliissigkeit, 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 Fliissigkeit mit in den Schaum getragen und in der
Schaumséule mit hoch transportiert, weil der Riickfluss aufgrund der hohen Geschwin-
digkeit des Schaums nicht effektiv ist. Ein hoher Flux fiihrt zugleich zu einer groferen
Oberfldche, die pro Zeit gebildet wird, an der sich die oberflachenaktiven Substanzen an-
lagern konnen. Somit lasst sich auf diese Weise die Wiederfindung im Schaum verbessern
[BROWN 1998, INOBLE 1998| [AHMAD 1975).

Fiihrt man eine Zerschdumung iiber einen langeren Zeitraum durch, kann auch bei gerin-
gem Flux eine grofere Oberflache generiert werden, die den Transport der grenzflichen-
aktiven Substanzen gewéhrleistet.

2.4.5. Gasart

Je nach Empfindlichkeit und anderen Voraussetzungen des Substrates kann der Schaum
mit unterschiedlichen Gasen generiert werden. Fiir Anwendungen, bei denen z.B. eine
oxidative Verdnderung von Inhaltsstoffen keine Rolle spielt (z.B. bei der Entfernung von
Schadstoffen aus Abwasser), kann mit Druckluft gearbeitet werden. Das ist die denkbar
kostengiinstigste Moglichkeit fiir die Gasversorgung bei der Zerschaumung.

Wird bei einer Zerschdaumung mit Substanzen gearbeitet, die empfindlich sind, z.B. ge-
geniiber einer Verdnderung des pH-Wertes oder Oxidation, so ist es ungiinstig, als Gas
CO. (fiihrt in wéssriger Losung zur Sduerung) oder Druckluft (Oxidationspotential des
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Sauerstoffes) zu verwenden. Also eignen sich in solchen Féllen nur inerte Gase. Das sind
Edelgase, die sehr teuer sind. Stickstoff (Nj), der bei Bedingungen, wie sie bei der Zer-
schdumung auftreten, reaktionstrage ist, stellt eine geeignete Alternative dar, die wesent-
lich preiswerter zur Verfiigung steht als Edelgase. Des Weiteren bildet Stickstoff relativ
feinen, cremigen Schaum, der vergleichsweise stabil ist [MIONTERO 1993].

2.4.6. Schaumungshilfsmittel

Befinden sich in der zu zerschdumenden Losung nativ nicht genug schaumaktive Substan-
zen, konnen zusétzlich Detergenzien zugegeben werden, welche die Bildung von Schaum
gewdhrleisten. Als allgemeinen Richtwert schlédgt Maas [MAAS 1974] eine Konzentration
von 1072 bis 10~7 Mol oberflichenaktiver Substanz vor.

Untersuchungen in der Vergangenheit zeigten, dass es fiir viele Problemstellungen bei der
Zerschaumungsanalyse am gilinstigsten fiir die Anreicherung ist, eine moglichst geringe
Konzentration an Schaumungsmittel (Tensid) einzusetzen [KONDURU 1992].

2.4.7. Effizienz der Zerschaumung

Zur Charakterisierung des Erfolges der Zerschdumung werden in erster Linie zwei Grofen
berechnet: der Anreicherungsfaktor ER und die Wiederfindung R.

Die Ausgangskonzentration in der Vorlage hat grofen Einfluss auf die erzielbare Anrei-
cherung dieser Substanz im Schaum. Je verdiinnter die Losung ist, desto hohere Anrei-
cherungsfaktoren (ERs) konnen erzielt werden. [SCHNEPE 1959

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

Anreicherungsfaktor ER = il
Co

Die Wiederfindung R setzt die Stoffmenge n an Zielsubstanz im Spumat (ng) ins Ver-
héltnis zu dessen Menge in der Vorlage (ny):

Wiederfindung R = s

no

mit n =cx*xV ist v
Cg %
R— s * Vg

CU*VS’

wobei Vg und Vg die Volumina von Spumat bzw. Vorlage sind.
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2.5. Zerschaumung von Proteinen

Speziell bei der Anwendung der Zerschaumung 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 giinstig, die gerade
grofs genug ist, um Schaum bilden und stabilisieren zu kénnen [BRITTEN 1992|. Denn
je mehr Phasengrenzfliche den Proteinen zur Verfiigung steht, desto leichter kann deren
Auffaltung (Denaturierung) erfolgen, welche die Schaumbildung unterstiitzt. Reicht die
Oberflachenaktivitat der Proteine in der vorliegenden Konzentration nicht aus, um einen
Schaum zu bilden, werden Tenside zugesetzt.

2.5.2. Proteineigenschaften

Die Féhigkeit von Proteinen, Schaum zu bilden (Schaumkapazitit [DICKINSON 1989)]),
unterscheidet sich bei verschiedenen Proteinen stark. Ausschlaggebend hierfiir ist das
Vermogen des Proteins, die Oberflichenspannung herabzusetzen [KINSELLA 1987|. Das
bedeutet, die Geschwindigkeit, mit der die Proteine zur Phasengrenzfliche diffundieren,
das Vermogen der Proteine, sich dort anzulagern und aufzufalten (Oberflichendenaturie-
rung) und sich an der Phasengrenze anzuordnen [BULL 1972, IMACRITCHIE 1978|. Nach
Clarkson [CLARKSON 1999] geht die Orientierung der hydrophoben Molekiilregionen (v.a.
Aminosaurereste) in die Gasphase mit einer Auffaltung (partielle Denaturierung) des Pro-
teins einher. Dieser Mechanismus verbessert die Schdumbarkeit sowie die Schaumstabi-
litdt. Liegen im Proteinmolekiil starke intramolekulare Bindungen vor, wie z.B. Disul-
fidbriicken, kann die Auffaltung der Polypeptidketten erschwert sein [CHARM 1972].
Belitz [BELITZ 2001] fiithrt die Schaumstabilitit auf das Vermogen der Proteine zuriick,
starke, flexible kohésive Filme zu bilden, die die Koaleszenz verringern.

Im Einzelnen beeinflussen Molekulargewicht, Molekiilstruktur, Oberflachenhydrophobizi-
tét, Loslichkeit und Auffaltbarkeit der Proteine die Bildung sowie Stabilisierung eines
Schaumes. [CLARKSON 1999, [BELITZ 2001, [DICKINSON 1989]

Aufgrund des Molekulargewichtes sind kleinere Proteinmolekiile in der Lage, schneller an
die Phasengrenzfliche zu diffundieren als grofsere.

2.5.3. pH-Wert

Neben vielen anderen Parametern iibt auch der pH-Wert einen Einfluss auf das Ergebnis
der Zerschiumung aus. Speziell bei der Zerschdumung von Proteinen spielt er eine wich-
tige Rolle, da der Ladungszustand von Polypeptiden vom pH-Wert abhéngig ist.
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Verschiedene Literaturquellen beschreiben eine optimale Anreicherung von Proteinen an
deren isoelektrischem Punkt (IEP) [L1u 1995, [AHMAD 1975, [SARKAR 1987, [ BROWN 1998|.
Ahmad und Sarkar fiihren dies auf die fehlende Nettoladung und damit schlechtere Los-
lichkeit am ITEP und hohere Affinitdt zur Phasengrenzflache zuriick. Brown begriindet
dieses Phénomen mit der verringerten Oberflichenspannung 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 Beschéddigung von Proteinen wihrend der Zer-
schdumung und stellte den pH-Wert als eine Haupteinflussgrofse fiir diese im Allgemeinen
unerwiinschte Veranderung der Proteine heraus.

2.5.4. lonenstarke

Im Falle der Zerschdumung von Proteinen untersuchten Brown et al. [BROWN 1998| den
Einfluss der Ionenstirke auf die Resultate der Zerschdumung. Bei bovinem Serumalbu-
min (BSA) beobachteten sie bei steigender Ionenstérke eine schlechtere Anreicherung bei
gleichzeitig verbesserter Wiederfindung.

Die Ionenstérke ist neben dem pH-Wert die mafgebliche Einflussgrofe auf die Beschadi-
gung von Proteinen wihrend der Zerschaumung [CLARKSON 1999].
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[1l. Praktischer Teil

1. Materialien und Gerate

1.1. Materialien
1.1.1. Tierische Rohstoffe

e BSE-positives Hirnmaterial
Lehrstuhl fiir Tierhygiene
Weihenstephaner Berg 3, 85354 Freising — Weihenstephan
e Stammbhirn (Obexregion) junger (gesunder) Kélber
Schlachthof, D-94315 Straubing, Germany
e Cerebrospinalfliissigkeit
Lehrstuhl fiir Tierhygiene
Weihenstephaner Berg 3, 85354 Freising — Weihenstephan

1.1.2. Elektrophorese (SDS—PAGE)

e Acrylamid, 2x research grade,
SERVA Elektrophoresis GmbH, D-69115 Heidelberg, Germany
e Ammoniumpersulfat, p.a.,
Merk KGaA, D-64271 Darmstadt, Germany
e Bromphenolblau,
Amersham Biosciences AB, SE-75184 Uppsala, Sweden
e DL-Dithiotreitol minimum 99 % titration,
Sigma—Aldrich Chemie GmbH, D-89552 Steinheim, Germany
e Formaldehyd, >37 %, p.a., ACS,
Carl Roth GmbH & Co KG, D-76185 Karlsruhe, Germany
e Glycerin, p.a.,
Merck KGaA, D-64271 Darmstadt, Germany
e Glycin, analytical grade,
SERVA Elektrophoresis GmbH, D-69115 Heidelberg, Germany
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e Grofenmarker: Precision Blue Protein Standard,
(10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 und 250 kDa—Banden)
Bio—Rad Laboratories GmbH, D-80939 Miinchen, Germany
e Kerosin, pure,
SERVA Elektrophoresis GmbH, D-69115 Heidelberg, Germany
e Methylenbisacrylamid,
Amersham Biosciences AB, SE-75184 Uppsala, Sweden
e Natriumacetat, >99 %, p.a., ACS, wasserfrei,
Carl Roth GmbH & Co KG, D-76185 Karlsruhe, Germany
e Natriumcarbonat,wasserfrei, p.a., >99.8 %, p.a., ACS, ISO, Carl Roth GmbH & Co
KG, D-76185 Karlsruhe, Germany
e Natriumthiosulfat Pentahydrat,
Merck KGaA, D-64271 Darmstadt, Germany
e Natriumdodecylsulfat (SDS), 2x cryst. analytical grade,
SERVA Elektrophoresis GmbH, D-69115 Heidelberg, Germany
e GelBond® PAG Film
Cambrex Bio Science, 4800 Verviers, Belgium
e Silbernitrat,
Degussa—Hiils, D-60287 Frankfurt
e Tetramethylethylendiamid (TEMED),
Amersham Biosciences AB, SE-75184 Uppsala, Sweden
e Trizma¥ —base, Reagent Grade, minimum 99,9 % titration
Sigma—Aldrich Chemie GmbH, D-89552 Steinheim, Germany
e Ethanol, absolute,
Mallinckrodt Baker, 74000 AA Deventer, Holland
e Essigsaure, 100 % p.a.,
Carl Roth GmbH & Co KG, D-76185 Karlsruhe, Germany

1.1.3. Zerschdumung

e Magermilch, 0,3 % Fettgehalt
e Molkenproteinisolat, 90 % Molkenprotein
e Glasfritten der Porositaten 3, 4 und 5
ROBU Glasfilter—Geriate GmbH, D-57644 Hattert
e Phosphate Buffered Saline (PBS)
Phosphat—gepufferte, physiologische Kochsalz—Loésung, 10 mM Natrium/Kalium—
phosphatpuffer pH 7,2, 0,8 % NaCl u. 0,02 % KCl
e Dodecylsulfat Natriumsalz zur Synthese (SDS)
Merck, Schuchardt, D-85665 Hohenbrunn
o Tween®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

1.2.

ELISA fiir Prionproteine:

Roboscreen® BetaPrion® BSE EIA Test Kit, Roboscreen, D-04129 Leipzig
Rekombinantes bovines Prion Protein (PrP¢), His-tagged:

Histidinmarkierter, vollentwickelter Teil (gesamte Lénge) von bovinem PrP (25—
244), exprimiert in Escherichia coli BL21, gelost von Einschlusskérpern in 6 M Gu-
anidin—HCI und gereinigt mittels Ni(II)-Nitroacetat—Agarose-Chromatographie.
Lange 228 aa, MW 24724

Roboscreen, D-04129 Leipzig

Gerate

ELISA-Mikroplattenlesegerét:

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 fiir Elektrophorese:

2301 MACRODRIVE Powersupply

LKB BROMMA, Schweden

Skizze der konstruierten Zerschaumungsapparatur fiir pathologisches Gehirn siehe

Abbildung [[IT.1]
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Zerschaumungsrohr Gaswaschflasche Kaltefalle

Abbildung II1.1.: Schematische Darstellung der Apparatur, die fir die Zerschdumungsanalyse
von pathologischem Gehirn in dieser Arbeit verwendet wurde. Die gesamte Hohe des Zerschdu-
mungsrohres betrigt 500 mm. Das Vorlagegefdf$ ist 100 mm hoch, die gerade Sdiule 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
Zerschdumungsrohr aus Glas. Eine fotographische Abbildung dieser Zerschdumungsapparatur be-

findet sind im Anhang (Abbz'ldung auf Seite .
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2. Methoden

Da in dieser Arbeit die erzielte Anreicherung von zentraler Bedeutung ist, zielen alle
Versuche darauf hin ab, in moglichst geringem Spumatvolumen méglichst viel des patho-
logischen Prionproteins PrP®¢ aus der Vorlage anzureichern. Eine hohe Wiederfindung
wird nicht angestrebt und ist aufgrund zu geringer Konzentrationen an PrP%¢ nicht mess-
bar.

Daher wird in dieser Arbeit immer mit dem erzielten Anreicherungsfaktor ER argumen-
tiert, nicht mit der Hohe der Wiederfindung R.

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

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

2.1.1. Anfertigung des Polyacrylamid-Gels fiir SDS-PAGE

e Der Puffer dient sowohl fiir das Trenngel als auch fiir das Sammelgel.
Fiir 100 mL Puffer 18,15 g Trizma Base und 0,4 g SDS in etwa 80 mL HsOgemin
16sen. Mit 4 M HCI auf pH 8.8 einstellen. Mit HyOgepmin ad 100 mL auffiillen.

e Fiir 100 mL der Acrylamid/Bisacrylamid-Losung: 29,1 g Acrylamid und 0,9 g
Methylenbisacrylamid in 100 mL HsOgemin 10sen, 0,5 g Serdolit MB-1 hinzufiigen
und 10 min riihren.

e Zusammenstellung des Rahmens fiir die Polymerisierung des Gels:
Auf die glatte Glasplatte auf eine Wasserschicht den GelBond® PAG Film legen,
darauf die Glasplatte mit dem U-formigen Gummirahmen (0,5 mm Dicke). Die
beiden Platten mit Klammern zusammenhalten und auf 4 °C kiihlen.

e Unmittelbar vor dem Gieften der PA-Gele die Fliissigkeiten nach dem Protokoll fiir
Sammel- und Trenngel (Tabelle [III.1] Seite mischen.

e TEMED (Tetramethylethylendiamid, Startreagenz) sowie Ammonium-Persulfat (Ka-
talysator fiir die Vernetzungsreaktion) erst unmittelbar vor dem Gieflen des Gels zu
der Fliissigkeit geben.
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e Nach vorsichtigem Einfiillen, zuerst der Fliissigkeit des Sammelgels (6,0 mL) und
dann des Trenngels (ca. 24 mL), ruht das noch nicht polymerisierte Gel 15 min und
wird dann fiir 30 min bei 50 °C polymerisiert.

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

’ ‘Sammelgel‘ Trenngel ‘

Glycerin 3,75 ¢g 3,125 g
Trenngel-Puffer 2,5 mL 6,25 mL
Acrylamid /Bisacrylamid Losung 2,0 mL 10,625 mL
H2Ogemin 2,5 mL | 50,625 mL
TEMED 5 pul 12,5 pl
Ammonium Persulfat (40 %) 10 pL 25 uL

2.1.2. Vorbereitung der Proben fiir die SDS-PAGE

e Probenpuffer: 60,6 mg Trizma-Base, 0,2 g SDS und 2,0 g Glycerin in etwa 50 mL
H2Og4emin 16sen und mit 1 N HCI auf pH 8,8 einstellen, 0,1 g DL-Dithiotreitol und
0,5 mg Bromphenolblau zugeben, ad 10 mL mit HyOgepni, auffiillen.

e Probe mit gleichem Volumen Probenpuffer versetzen und 5 min bei 95 °C erhitzen.

e Polyacrylamidgel auf einem Film von Kerosin auf die wassergekiihlte (20 °C) Un-
terlage platzieren.

e Bis zu 15 plL der aufbereiteten Probe bzw. Grofenmarker in die Slots geben.
e Stromstarke 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. Silberfarbung nach Blum et al. (Electrophoresis 8, 93 (1987)) (modifiziert)

e Reagenzien:

— Fixierlosung: 40 % Ethanol, 10 % Essigsaure, 50 % HsOgemin
— Waschl6sung I: 30 % Ethanol, 70 % H2Ogemin
— Waschlosung II: 30 % Ethanol, 70 % HoOgemin
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— Sensibilisierlésung (Thiosulfatreagenz):
100 mg Natriumthiosulfat
ad 500 mL mit HyOgepmipn auffiillen

— Farbereagenz (Silbernitrat):
1,0 g Silbernitrat und
0,1 mL Formaldehyd (37 %)
ad 500 mL mit HoOgemin

— Entwicklerreagenz:
15 g Natriumcarbonat,
0,25 mL Formaldehyd (37 %)
2,5 mg Natriumthiosulfat
ad 500 mL mit HyOgepmipn auffiillen

— Stoppreagenz:
2,5 g Glycin
ad 500 mL mit HyOgepmin auffiillen

e Die Durchfiihrung der Farbung der Gele aus der Elektrophorese erfolgt mittels
Silberfdrbung nach dem Protokoll in Tabelle [[IT.2}

Tabelle II1.2.: Protokoll fiir die Durchfihrung der Silberfarbung nach Blum (Electropho-
resis 8, 93 (1987)), modifiziert.

\ Reagenz \ Dauer
Fixieren Fixierlosung mind. 3 h
Waschen [ Waschlosung 1 2 0 min
Waschen II Waschlosung 11 20 min
Waschen HsOgemin 20 min
Sensibilisieren | Sensibilisierungsreagenz 1 min
Waschen HsOgemin 3x20s
Férben Farbereagenz 20 min
Waschen Hs0 gemin 3x20s
Entwickeln Entwicklerreagenz 3 bis 5 min (Reagenz wechseln)
Waschen HsO gemin 20 s
Stopp Stoppreagenz 5 min
Waschen H50 gemin 3 x 10 min
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2.2. Zerschaumung

Die Zerschaumungsanalyse erfolgt in der bei Gerite als Skizze (Abbildung [I11.1] auf
Seite [62) und im Anhang als Fotographie (Abbildung auf Seite [115]) gezeigten Appa-
ratur im Batch-Betrieb.

e Zur Generierung des Schaums werden Glas-Kerzenfritten der Porositéit 4 verwendet.
Vorversuche zeigten, dass diese einen Schaum giinstigerer Stabilitit erzeugen als
Fritten anderer Porositdten. Weiterhin ist die Schaumbildung bei dieser Porositét
der Fritte konstanter und besser reproduzierbar.

e Bei Zerschdaumungen, bei denen nicht ausdriicklich darauf hingewiesen wird, dass
zur Ermittlung des am besten geeigneten Schaumungshilfsmittels auch andere Ten-
side eingesetzt werden, wird das Tensid SDS zugegeben. Grundsétzlich wird mog-
lichst wenig SDS eingesetzt, da hohe SDS-Gehalte zu einem schlechteren Signal im
ELISA fiihren und auch die Anreicherung durch unnétig hohe SDS-Konzentrationen
verschlechtert wird (siehe Ergebnisse).

e Als Gas fiir die Zerschdumung wird Stickstoff verwendet.

e Aus einer Vorlage werden im Rahmen einer Zerschdumung jeweils mehrere Spumate
zur Quantifizierung der Anreicherung gewonnen.

2.2.1. Proteinfraktionierung

e Bei Zerschdumungen zur Proteinseparierung wird zwischen den Spumatentnahmen
jeweils eine definierte Zeitspanne bei konstanter Hohe geschaumt, wobei die Schaum-
sdule zwischen den Entnahmen der einzelnen Spumatfraktionen nicht kollabiert,
sondern aufrechterhalten bleibt.

2.2.2. Anreicherung von Prionprotein

e Bei der Zerschdumung von Stammhirnhomogenat fiir die Anreicherung von PrP wird
der Volumenstrom des Gases so geregelt, dass sich sehr langsam eine Schaumsaule
aufbaut. Dann wird bei konstanter Hohe der Schaumséaule geschdumt. Bei den Vor-
versuchen wurde deutlich, dass bei einer Schiumungsdauer von etwa 20 bis 30 min
vor Entnahme des Spumates die héchste Anreicherung erzielt werden kann.

e Zwischen den Spumatentnahmen und dem neuen Schaumungsbeginn kollabiert die
Schaumséule vollstdndig (sofern nicht extra anders betont), so dass wieder eine ei-
genstandige Zerschaumung betrachtet werden kann. Der abgereicherte Sumpf ist die
Vorlage fiir die neuerliche Zerschaumung. Die sukzessiv gewonnenen Spumatfraktio-
nen werden entsprechend als S1, S2,..., Sn nummeriert.
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2.2.3. BSE-negatives Material

e Obgleich PrP?¢ als ungefihrlich gilt, wird der Stickstoffvolumenstrom aus dem Spu-

matsammelgefifs durch eine Gaswaschflasche mit 4 M NaOH geleitet, um evtl. als
Aerosol im Gas befindliche Substanzen zuriickzuhalten. Probenaufgabe der Vorlage
sowie Probenentnahme (aus Sumpf und Spumatauffanggefifs) erfolgen stets mittels
einer Kaniile durch die Septen unten am Sumpf bzw. am Spumatauffanggefafs.

Schladitz

[SCHLADITZ 1999] beschreibt eine Umfaltung von Proteinen an der Phasengrenzflé-
che zwischen Wasser und Luft hin zu g-Faltblatt-Strukturen. Vor der Zerschaumung
von PrP¢ wurde deshalb sichergestellt, dass es durch den Zerschiumungsvorgang
nicht zu einer Anderung der Proteinstruktur kommt und so eine infektise bzw.
gegen Proteinase K resistente Form entsteht.

2.2.4. Anreicherung von infektisem PrP*°

e Die Zerschdumung von BSE-positivem Gehirn sowie die Untersuchungen zur Anrei-

2.3.

cherung von PrP%¢ werden in einem L3**-Labor durchgefiihrt. Die Zerschiumungs-
apparatur enthélt bei Arbeiten mit pathogenem Material neben der Gaswaschflasche
mit 4 M NaOH eine Kiltefalle mit fliissigem Stichstoff (-196 °C), in der mogliche
Aerosolkomponenten im Gasstrom und jegliche Feuchtigkeit, welche die Gaswasch-
flasche verldsst, resublimiert wird. Die gesamte Zerschdumungsapparatur befindet
sich unter einer Laminarflow-Sterilbank.

Aufgabe der Vorlage sowie Entnahme von Proben aus dem Sumpf erfolgen iiber
das Septum am Vorlagegefift. Die Entnahme der Spumatfraktionen wird mit einer
Kaniile durch das Septum am Spumatauffanggeféft bewerkstelligt.

Reinigung der Geradtschaften

Bei Arbeiten mit nicht bedenklichem Material werden die Geratschaften nach jeder
Zerschaumung mit Spiilmittel gereinigt, dann mit Wasser, destilliertem Wasser und
anschlieffend mit Aceton gespiilt. Die Fritte wird zur Reinigung nach jedem Versuch
mit Wasser durchspiilt und mit Druckluft durchgeblasen. Anschlieftend folgen 15
Minuten in einer 2-Propanol-KOH Lésung im Ultraschallbad. Zuletzt wird die Fritte
noch einmal mit Leitungswasser, mit destilliertem Wasser und Aceton gespiilt.

e Wurde eine Zerschaumung von infektiosem Material durchgefiihrt, so wird die im

Sumpf befindliche Fliissigkeit mittels Kaniile abgezogen und bei 134 °C bei 2 bar
fiir 20 min autoklaviert. Nach dieser thermischen Inaktivierung wird die Fliissigkeit
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zu gleichen Teilen mit 13 %-iger Natriumhypochloritlosung versetzt, die mindestens
24 Stunden einwirkt.

Die entleerte Apparatur wird von der Seite der Gaszuleitung vor dem Riicklauf-
rohr und abluftseitig nach dem Spumatsammelgefafs unterbrochen, das gesamte Zwi-
schenstiick zerlegt und fiir 24 Stunden in ein 4 M NaOH-Bad gelegt. Die weitere
Reinigung erfolgt wie bei der Arbeit mit nicht infektiosem Material.

2.4. Ermittlung des Prionengehaltes

Die Quantifizierung des Gehaltes von Prionprotein erfolgt mittels ELISA nach entspre-
chender Aufbereitung laut Roboscreen® BetaPrion® BSE EIA Test Kit (Roboscreen,
D-04129 Leipzig).

Da das pathologische Gehirngewebe nur in sehr geringen Mengen zur Verfiigung steht,
wird das Protokoll des BSE-Tests in den Punkten modifiziert, wo nur Aliquote der Probe
weiterverwendet werden. Weiterhin wird die Abfolge des Protokolls fiir die Zerschdumung
unterbrochen, denn das Hirn wird nach der Homogenisierung geschaumt und erst die re-
sultierenden Proben werden laut Protokoll des Testkits weiter untersucht. Zudem muss
bei den (abgereicherten) Proben aus dem Sumpf ein grofseres Volumen beziiglich des ent-
haltenen PrP*¢ 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
BetaPrion® BSE EIA Test Kit. Die Herstellung der frisch anzusetzenden Losungen ent-
spricht den Vorschriften dieses Kits.

Bei Untersuchungen des PrP¢-Gehaltes in BSE-negativem Rinderhirn unterbleiben die
Verdauung mit PK sowie die Fallung.

2.4.1. Vorbereitung der Proben: Verdauung

1. Prézipitationslosung (Fallungslosung) fiir mindestens 60 min auf 4 bis 8 °C kiihlen.
2. 350 £ 50 mg der Gehirnprobe in das Homogenisierungsrohrchen (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 fiir die Zerschiumung einsetzen.

4. Zerschaumung

5. Die Proben fiir die Eichreihen resp. die Proben aus der Zerschdumung (unterschied-
liche Volumina) in 2 mL Reaktionsréhrchen geben. Bei Volumina grofser 900 plL
wird die Probe auf mehrere Rohrchen verteilt.

6. 100 pL der rekonstituierten PK-Losung hinzugeben und durch zweimaliges Mischen
am Vortex-Mischer bei max. Geschwindigkeit griindlich homogenisieren.

7. Bebriitung (Inkubation) bei 37 4+ 1 °C fiir 20 min mit regelméfigem Schiitteln.
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8.

10.

Von der gekiihlten Préazipitationslosung doppelt soviel Volumen zugeben wie von
der PrP-haltigen Probe eingesetzt wurde. Das Gemisch zweimal kurz auf hochster
Stufe auf dem Vortexmischer homogenisieren und 20 min bei 4 bis 8 °C kiihlen.

. Zentrifugation bei 16000 x g fiir 10 min. Den Uberstand vorsichtig abgiefen, die

iiberschiissige Fliissigkeit an einem Zellstofftuch abtupfen.

50 pL Solubilisierungspuffer zu dem Pellet im Rohrchen geben und durch Ratschen
am Rohrchenstinder das Pellet 16sen. Bei 100 °C 5 min kochen mit zweimaligem
Schiitteln. Die Proben dann auf Raumtemperatur abkiihlen lassen.

2.4.2. ELISA-Test

1.

Die nach obigem Protokoll vorbereiteten Proben mit 70 ul. Verdiinnungspuffer ver-
setzen und am Vortex-Mischer zweimal homogenisieren.

. Die Proben in den Rohrchen, nach kurzer Zentrifugation (um alle Fliissigkeit un-

ten im Rohrchen zu sammeln), vollstdndig in die einzelnen Kavitdten des ELISA-
Streifens iibertragen.

. Der ELISA-Streifen wird mit Versiegelungsband verschlossen und 60 min bei

37 & 1 °C bebriitet.

. Nach Entfernung des Versiegelungsbandes wird der ELISA-Streifen 3 mal mit 200 pL

verdiinntem Waschpuffer gewaschen.

Jeweils 100 . HRP-Konjugat-Losung in jede Vertiefung des ELISA-Streifens pi-
pettieren, wieder versiegeln und 60 min bei 4 bis 8 °C kiihl stellen.

Versiegelung entfernen und fiinfmal mit 200 L. verdiinntem Waschpuffer waschen.
100 pL Féarbereagenz in jede Vertiefung des ELISA-Streifens pipettieren und 15 min
im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren, ohne zuvor die Versiegelung ange-
bracht zu haben.

. Beenden der enzymatischen Reaktion durch Zugabe von 150 ul. Stopp-Reagenz.
. Erfassung der O.D.-Werte bei 450 nm und 620 nm im Microplatten-Lesegerit.

2.4.3. Quantifizierung des Priongehaltes

Die Bestimmung der Gehalte an PrP erfolgt durch photometrische Messung der Pro-
ben nach dem ELISA. Der sekundére Antikérper 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 vollig konstant sind, werden bei jedem einzelnen ELISA Kalibrierpunkte
mitgefiihrt. Dies ist fiir die Quantifizierung notwendig, denn unter den ganannten Be-
dingungen konnen nur O.D.-Werte derselben ELISA-Untersuchung aufeinander bezogen
werden.

Eine entscheidende Voraussetzung fiir die Quantifizierung des PrP°¢ ist eine weitgehende
Unempfindlichkeit des Ergebnisses der Verdauung gegeniiber dem Mengenverhéltnis von
PrP¢, PrP% und Begleitmaterial der Matrix sowie zugesetzter Proteinase K-Menge. Denn
verschiedene PrP“-haltige Proben aus der Zerschiumung weisen unterschiedliche Men-
gen und Mengenvehéltnisse des PK-stabilen zum normalen, zellularen 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 iiberpriift. 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 ausiiben.

2.4.4. Bewertung der TSE-Infektiositdt nach Roboscreen® BetaPrion® BSE
EIA Test Kit

Der Grenzwert fiir die Beurteilung der Infektiositédt 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 grofser als 0,2 ist, werden zunéchst als infektitos angenommen
und miissen im Rahmen eines Doppeltests genauer untersucht werden. Resultiert aus die-
sem Test mindestens ein O.D.-Wert iiber 0,2, so ist die Probe als infektios einzustufen.
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V. Ergebnisse

Im Vordergrund stehen in dieser Arbeit die Resultate aus der Zerschidumung von patho-
logischem Prionprotein. Die Anreicherung dieses Erregers der Transmissiblen Spongiofor-
men Enzephalopathien war das Ziel der Experimente. Im Rahmen von Voruntersuchungen
bzw. zur Ermdglichung einer genaueren Interpretation der Ergebnisse der Anreicherung
von PrP®¢ waren weitere unterschiedliche Untersuchungen mit verschiedenen Substanzen
notwendig. Neben dem pathologischen Prionprotein (PrP“¢) aus dem Stammhirn BSE-
erkrankter Rinder wurde mit Prionprotein (PrP%) 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 Zerschaumung

Neben der Anreicherung kann durch die Zerschdumung in vielen Féllen auch eine Se-
paration, also eine selektive Anreicherung einzelner Proteine, erzielt werden. Um dies
im Falle von Hirnhomogenat zu iiberpriifen, wird BSE-negatives Stammhirnhomogenat
zerschdumt. Die einzelnen Spumatfraktionen sowie die Vorlage werden elektrophoretisch
aufgetrennt und einander gegeniibergestellt.

Als Vorlage werden 15 mL PBS mit 333 mg/L SDS, 1 mg BSA und 20 pl. Homogenat
aus gesundem Rinderstammhirn versetzt. Diese Losung wird zundchst 20 min stationér
geschaumt, d.h. bei konstanter Héhe der Schaumséaule, ohne Spumat abzunehmen. Dann
werden sukzessiv Spumatproben von etwa 200 pul. entnommen. Zwischen den einzelnen
Entnahmen von Spumat bleibt die Schaumséaule durch entsprechende Regulation des Gas-
volumenstromes aufrecht erhalten, sie kollabiert nicht.

Bei der Aufarbeitung der Proben fiir die Elektrophorese werden diese vor dem Erhitzen
(5 min, 100 °C) mit Probenpuffer verdiinnt. Die Spumatproben werden auf 1/20 verdiinnt,
die Proben der Vorlage bzw. des Sumpfes auf 1/5 und der Grokenmarker (GM) auf 1/3.
Auf das PA-Gel werden von den aufbereiteten Proben je Slot jeweils 20 pL gegeben, vom
Grofenmarker 7 plL.
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Der Grokenmarker beinhaltet Proteine der Molekiilmassen 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75,
100, 150 und 250 kDa. Das resultierende Elektropherogramm der Spumatfraktionen ist
in Abbildung gezeigt; das der einzelnen Vorlagen aus dem Sumpf in Abbildung
(Seite [73)).

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

Bei den Spumatfraktionen 1-6 (S1-S6) in Abbildung ist deutlich zu erkennen, dass
bei Proteinen mit einer Molekiilmasse 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 geschdumt
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
hochsten Konzentration vorhanden. Grofsere Proteine, ab etwa 60 kDa, hingegen reichern
sich in den spateren Spumatfraktionen wesentlich starker an als in den fritheren. Die in-
tensive Bande bei 66 kDa stammt von BSA und ist in Spumatfraktion S6 am stérksten
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.
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Abbildung IV.2.: Elektropherogramm von sukzessiv entnommenen Proben aus dem Sumpf (Vor-
lagen fir die Spumatfraktionen S1-S6) aus der Zerschdumung von BSE-negativem, mit BSA
dotiertem Stammhirnhomogenat. Ganz rechts die Bahn des Gréflenmarkers.

Proteine, die grofer sind als etwa 40 kDa, sind im Elektropherogramm in Abbildung [[V.2]
schon ab der Vorlage fiir das zweite Spumat nicht mehr zu erkennen. Bei den grofieren
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 fiir S7 eine deutlich schwéchere Bande.

Kleinere Proteine bis etwa 60 kDa liegen in den Spumatfraktionen 2, 3 und 4 in der
héchsten Konzentration vor, grofere hingegen in spiter entnommenen Spumatfraktionen.
Das bedeutet fiir die Vorlage, dass hier vorrangig die kleinen Proteine, dann die groferen
abgereichert werden. Bei den Elektropherogrammen der Vorlagen ist dies nur fiir das
BSA deutlich ersichtlich, weil die Mengen durch die Abreicherung von jeder Vorlage zur
nachsten rasch sinken.
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2. Zerschaumung von rekombinantem PrP in
Magermilch

Aufgrund der stark begrenzten Verfiigharkeit von PrP*¢ werden einige Zerschdumungen
zur Vorbereitung mit rekombinantem PrP (rPrP) in verdiinnter Magermilch durchgefiihrt.
Als Losungsmittel dient ein Gemisch aus % destilliertem Wasser mit i Magermilch.

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

Zur Zerschaumung von rekombinantem PrP aus verdiinnter Magermilch wird als Schéu-
mungshilfsmittel bovines Serumalbumin (BSA) (2 mg/mL) bzw. SDS (16 ug/mL) bzw.
Tween 20 (400 pg/mL) zugesetzt. Die Spumate werden jeweils nach einer Stunde statio-
naren Schaumens entnommen. Die O.D.-Werte als Maf fiir das enthaltene rekombinante
PrP in Vorlagen und Spumaten sind in Abbildung [[V.3] dargestellt.

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

0,25

0,21

0,151

o.D.

0,11

0,051

BSA BSA SDS SDS  Tween20 Tween20
Vorlage Spumat Vorlage Spumat Vorlage Spumat

Abbildung IV.3.: Zerschiumung von rekombinantem PrPC in verdiimnter 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. Zerschaumung mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Tensides

Zerschaumungen mit verschieden hohen Konzentrationen von SDS zeigen, dass steigende
Mengen an SDS die Anreicherung im Schaum verringern.

Als Vorlage wird jeweils verdiinnte 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 zerschdumt. Abbildung zeigt die durch die Zerschaumung
erzielten Konzentrationen von rekombinantem PrP.

Beim Vergleich der Anreicherungsfaktoren fiir das rekombinante PrP¢ 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 Schéu-
mungshilfsmittel wirkt sich ungiinstig auf die messbare Anreicherung des Prionproteins
aus.
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Abbildung IV.4.: Zerschiumung von rekombinantem PrPC in verdiinnter Magermilch (MMG)
mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen. Auf der Abszisse sind jeweils Vorlagen und Spumate
bei der Zerschdumung mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen aufgetragen, auf der Ordinate
die Konzentrationen von rPrP.
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Kapitel IV. Ergebnisse 3. Zentrifugation von pathologischem Hirnhomogenat

3. Zentrifugation von pathologischem Hirnhomogenat

Zentrifugation bei 1000 x g

Zur Betrachtung des Verhaltens einer verdiinnten Hirnhomogenat-Losung im Schwerefeld
wird eine Zentrifugation durchgefiihrt. 1950 L. PBS werden mit 50 pLi nativem Hirnho-
mogenat versetzt und homogenisiert. In einem Reaktionsgefaft wird zunéchst eine Minute
bei 1000 x g zentrifugiert. Daraus werden eine Probe (100 uL) aus dem Uberstand und
das Pelletﬂ in 100 pL der Losung entnommen. Nach zwei und fiinf Minuten Zentrifugation
desselben Reaktionsgefifses werden jeweils Proben nach dem gleichen Muster gewonnen.
Der Gehalt an PrP°¢ wird mittels ELISA ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung

dargestellt.

0.D.
o
w

Abbildung IV.5.: O.D.-Werte (entsprechend dem Gehalt an PrP%¢) bei der Zentrifugation ver-
diinnten Hirnhomogenates. Die blauen Balken stellen die PrPS¢-Konzentration in der Vorla-
ge bzw. im Uberstand dar. Der Uberstand aus einer Zentrifugation ist jeweils die Vorlage fir
die jeweils nichste Zentrifugation. Rechts neben Uberstand bzw. Vorlage ist jeweils die PrP5°-
Konzentration im Pellet dargestellt (orange Balken).

In den Vorlagen bzw. Uberstdnden nimmt die Konzentration an PrP%¢ bei jedem Zen-
trifugationsschritt ab. Im Pellet kommt es nach einer Minute zu einer deutlich stérkeren
Anreicherung als bei den folgenden Zentrifugationen. Bei jedem der Zentrifugationsschrit-
te kommt es zu einer Verringerung der Menge des PrP%¢ im Uberstand und zu einer

Anreicherung im Pellet (Abbildung |IV.5)).

I Sediment, Zentrifugat
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Zentrifugation bei 20000 x g

360 uL. PBS werden mit 40 pL nativem Hirnhomogenat versetzt und homogenisiert. Nach
einer Zentrifugation iiber 60 Minuten bei 20000 x g werden jeweils 100 L. oben am
Fliissigkeitsspiegel, in der Mitte der Fliissigkeitssédule sowie unten das Pellet entnommen.
Die Proben werden verdaut und der Gehalt an PrP¢ im ELISA ermittelt.

Wie Tabelle zeigt, ist das gesamte PrP®¢ aus der Vorlage im Pellet sedimentiert. In
den Proben aus dem Uberstand kann kein PrP5¢ detektiert werden.

Tabelle IV.1.: O.D.-Werte (entsprechend dem Gehalt an PrPS¢) von Proben aus der Zentri-
fugation von verdimntem Hirnhomogenat bei 20000 x g iber 60 Minuten. Die Probeentnahme
erfolgt ganz oben im Uberstand, in der Mitte der Flissigkeitssdule sowie ganz unten im Rohrchen

(Pellet).

’ Probenahme \ 0O.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 PrP>°¢

Da SDS als Schaumungshilfsmittel eingesetzt wird, ist es wichtig, den Effekt dieses Tensi-
des auf die PrP“-Quantifizierung mittels ELISA zu iiberpriifen. Weiterhin wird der Effekt
von Ultraschall auf pathologisches Hirnhomogenat vor der Zerschaumung getestet, dieser
konnte die Anreicherung begiinstigen. Riesner [RIESNER 2001a| beschreibt, dass eine Ul-
traschallbehandlung unter Anwesenheit von SDS zu einer Zerteilung von PrP®¢-Assoziaten
fiihrt.
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4.1. PK-verdautes Hirnhomogenat

Aus einem Pool von 85 uL verdautem, mit 1 mL PBS versetztem Hirnhomogenat werden
jeweils 100 pL Probevolumen nach unterschiedlicher Behandlung untersucht. Uberpriift
werden die Auswirkungen einer 15-miniitigen Ultraschallbehandlung (im Ultraschallbad),
einer Zugabe von etwa 100 mg SDS/L (Konzentration wie bei der Zerschdumung) und
einer Kombination der beiden Mafnahmen. Die resultierenden O.D.-Werte als Maf fiir
den PrP%¢-Gehalt zeigt Abbildung [IV.6]

Die absoluten Werte der verschieden behandelten Proben unterscheiden sich nur margi-
nal.SDS fiihrt zu einer Verringerung des gemessenen O.D.-Wertes gegeniiber der Analyse
ohne dieses Tensid. Ultrabeschallung erhoht das Signal des PrP geringfiigig, jedoch zu
wenig, als dass es zur deutlichen Erhohung der Empfindlichkeit des Nachweises eingesetzt
werden konnte.

0,54

0,52

0,51

0,463
0,444 0,441
0,425

0,48

O.D.

0,46

0,44-

0,42

0,4+
A B c D

Abbildung IV.6.: O.D.-Werte (entsprechend der Konzentrationen an PrP¢) von identischen
Mengen an verdautem PrP5¢, 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 Einfliisse von SDS und Ultraschall auf unverdautes PrP*¢ bzw. auf den Nachweis von
PrP%¢ mittels ELISA werden iiberpriift. In einer 1/20 Verdiinnung von nativem Hirnho-
mogenat in PBS wird das PrP°¢ zum einen ohne weiteres quantifiziert, weitere Proben
werden mit 500 mg/L SDS versetzt und untersucht sowie, nach Ultrabeschallung, bzgl. des
PrP%-Gehaltes iiberpriift. Zum anderen wird das native Hirnhomogenat mit 500 mg/L
SDS versetzt, mit Ultraschall behandelt und untersucht.

Die Zugabe von SDS zu verdiinntem nativen Hirnhomogenat fiihrt zu einer Verringerung
des Signals nach dem ELISA. Ultraschallbehandlung hingegen erhoht das Signal wesent-
lich. Wird Hirnhomogenat mit SDS versetzt und mit Ultraschall behandelt, so iiberwiegt
die Wirkung des SDS (siehe Abbildung [[V.7)).

0.7 0,621

0,6+

0,51

0,365
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0,31

0,139
021 0,135
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Abbildung IV.7.: O.D.-Werte von identischen Mengen an unverdautem PrP%¢, das vor der
Untersuchung mittels ELISA A) nicht weiter behandelt, B) mit SDS versetzt, C) mit Ultraschall
behandelt oder D) mit SDS wversetzt und mit Ultraschall behandelt wurde.
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5. Zerschiumung von rekombinantem PrP¢

Neben dem Anreicherungsverhalten von PrP%¢ aus Hirnhomogenat wird auch das Verhal-
ten von zellulirem Prionprotein (in Form von rekombinantem PrP¢) bei der Zerschiu-
mung untersucht. Rekombinantes PrP¢ (lyophilisiert) wird aus 20 mL Vorlage geschiumt,
die aus PBS mit 83 ug/mL SDS und 0,2 ng rec. PrP¢/mL besteht. Nachdem sich die
Schaumséaule langsam aufgebaut hat, wird sofort eine Schaumprobe entnommen, weitere
nach je etwa 30 min. Dazwischen wird bei konstanter Schaumséulenhche geschdumt. Das
entnommene Spumatvolumen betréigt jeweils etwa 150 plL.

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

0,140+

0,120+

0,100+

0,080+

0.D.

0,060

0,040+

0,020

0,000

Spumat | Spumat i Spumat Il Spumat IV

Abbildung IV.8.: O.D.-Werte (entsprechend der PrP®-Konzentration) vier aufeinander fol-
gender Spumate bei der Zerschiumung von rekombinantem PrPC in PBS mit SDS als Schiu-
mungshilfsmittel. Das erste Spumat wird sofort nach dem Schaumsdulenaufbau entnommen, die
weiteren Spumatfraktionen jeweils nach 30 min Schdumen bei konstanter Schaumsdulenhéhe.
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6. Zerschaumung von verdautem und unverdautem
Hirnhomogenat

Um die Anreicherbarkeit von pathologischem Prionprotein in der unverdauten, nativen
Form (PrP% (33-35 kDa) mit der verdauten (PrP?"=3%) zu vergleichen, wird zum einen
natives pathologisches Hirnhomogenat zerschdumt, 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 gel6st, das zuvor an nativem Hirnhomo-
genat eingesetzt wurde.

150 pL PK-verdautes Hirnhomogenat werden in 15 mL PBS mit 83 mg/L SDS homo-
genisiert und geschdumt. Die Zerschdumungsdauer zwischen Entnahme der Proben aus
der Vorlage und der des Spumates betrigt jeweils 20-30 min, die Schaumséule kollabiert
zwischen den einzelnen Spumat- bzw. Sumpfentnahmen. Es werden jeweils 200 pL. Spu-
mat abgenommen. Zur Analyse werden von der Vorlage und von den Spumaten 200 pL
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung

Diese Abbildung zeigt, dass bei der Zerschdumung von verdautem Hirnhomogenat eine
sehr geringe Anreicherung von PrP®¢ im Spumat und eine minimale Abreicherung in der
Vorlage auftritt.

0,2
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Abbildung IV.9.: O.D.-Werte (entsprechend den PrPS¢-Gehalten) von Vorlagen (,V¥ blaue
Sdulen) und Spumaten (,S% orange Sdiulen) aus der Zerschiumung von verdautem Hirnhomoge-
nat bei sukzessiver Probenahme nach jeweils ca. 25 min Schiumens.
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6.2. Unverdautes (natives) Hirnhomogenat

150 pL natives Hirnhomogenat werden in 15 mL PBS mit 83 mg/L SDS homogenisiert
und geschaumt. Die Zerschdumungsdauer zwischen der Entnahme der Proben aus der
Vorlage und des Spumates betréigt jeweils 20-30 min. Die Schaumséule kollabiert zwischen
den einzelnen Entnahmen von Spumat und Vorlage . Es werden jeweils etwas iiber 200
pL Spumat abgenommen. Zur Quantifizierung des PrP*-Gehaltes mittels ELISA werden
sowohl aus dem Sumpf (von der Vorlage) als auch von den einzelnen Spumatfraktionen 200
pL der jeweiligen Probe eingesetzt. Resultate dieser Zerschdumung zeigt Abbildung[[V.10]

Bei dieser Zerschdumung von unverdautem Hirnhomogenat kommt es zu einer starken
Anreicherung des PrP%¢. Bereits die erste Spumatfraktion weist einen deutlich héheren
PrP%¢-Gehalt auf als die erste Vorlage. In den weiteren Spumatfraktionen wird eine noch
wesentlich hohere Menge an PrP%¢ gemessen, trotz Abnahme der Konzentration von PrP¢
in der Vorlage. Das heifst, dass sowohl der Anreicherungsfaktor als auch die absolute Kon-
zentration von pathologischem Prionprotein in den spéteren Spumatfraktionen deutlich
hoher ist als in der ersten (S1).
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Abbildung IV.10.: O.D.-Werte (entsprechend den PrP¢-Gehalten) von Vorlagen (,V¥ blaue
Sdulen) und Spumaten (,,S% orange Sdulen) aus der Zerschaumung von unverdautem Hirnhomo-
genat bei sukzessiver Probenahme nach jeweils ca. 25 min Schdumens.
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Kapitel IV. Ergebnisse 6. Verdautes und unverdautes Hirnhomogenat

In den beiden Abbildungen [IV.9/und [IV.10| (auf den Seiten [81jund|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 fiir das PrP*¢ diese Werte noch einschlieft. Um das Anreicherungsverhalten
zu verdeutlichen, werden diese Werte im Diagramm dargestellt. Zu einer Quantifizierung
oder Berechnung einer Anreicherung werden sie nicht herangezogen.

83
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7. Zerschaumung von verschnittenem Hirnhomogenat

Die folgenden Diagramme (Abbildung [[V.11| bis|[IV.14)) zeigen auf, wie die Anreicherung
des PrP%¢ bei der Zerschiumung vom Anteil des (BSE-positiven) Hirnhomogenates an
der Vorlage abhéngt.

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 Schdumens
bzw. nach der letzten Spumatentnahme. Das Volumen der entnommenen und mittels ELI-
SA untersuchten Spumatfraktionen betrigt jeweils etwa 100 pL, die Probenvolumina aus
der Vorlage je nach PrP*“-Konzentration in dieser Vorlage zwischen 250 L und 5,4 mL.

Die in den folgenden Diagrammen angegebenen PrP%°-Konzentrationen beziehen sich auf
das reine, unverdaute Hirnhomogenat, dem die Konzentration 1 zugeordnet wird. Eine
tatsichliche, objektive Quantifizierung des PrP>¢ ist nicht méoglich, da das Prionprotein
nicht in reiner Form zur Verfiigung steht und daher nur eine Kalibrierkurve im Bezug auf
eine selbst gewahlte Probe mdglich ist.

Ausgangskonzentration 1/97 natives Hirnhomogenat in PBS

Fiir die Zerschdumung einer Losung mit 1/97 Hirnhomogenat in der Vorlage wird eine
Losung aus PBS mit 230 mg/L SDS hergestellt und mit 1/97 Hirnhomogenat versetzt.
Von der Vorlage werden 12 mL zur Zerschiumung eingesetzt (Abbildung[[V.11] Seite [85)).

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

Ausgangskonzentration 1/161 natives Hirnhomogenat in PBS

Als Losungsmittel fiir die Zerschdumung von pathologischem Hirnhomogenat in der Ver-
diinnung 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 Zerschiumung
eingesetzt.

Sowohl die gefundenen PrP%¢-Konzentrationen als auch die Anreicherungsfaktoren (Ab-
bildung [[V.12|auf Seite steigen von einer Spumatfraktion zur jeweils 30 Minuten spéter
gewonnenen deutlich an.
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PrPsc-Konzentration

Spumat
Vorlage

Abbildung IV.11.: PrP%-Konzentrationen (bezogen auf reines Hirnhomogenat) in Vorlagen
und Spumaten bei der Zerschdumung von pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit SDS als
Schaumungshilfsmittel. 1/97 des Vorlagevolumens ist Hirnhomogenat. Der Anreicherungsfaktor

ist der Quotient aus der PrP%¢-Konzentration im Spumat und der PrPS¢-Konzentration in der
Vorlage.
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Abbildung IV.12.: PrP%-Konzentrationen in Spumaten und Vorlagen (bezogen auf reines
Hirnhomogenat) in Vorlagen und Spumaten bei der Zerschiumung von pathologischem Hirn-
homogenat in PBS mit SDS als Schdumungshilfsmittel. 1/161 des Vorlagevolumens ist Hirnho-

mogenat. Der Anreicherungsfaktor ist der Quotient aus der PrPS¢-Konzentration im Spumat und
der PrPS¢-Konzentration in der Vorlage.
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Ausgangskonzentration 1/309 natives Hirnhomogenat in PBS

Die Zerschiumung einer Vorlage mit 1/309 an PrPS“haltigem Hirnhomogenat erfolgt
in PBS mit 230 mg/L SDS. Als Vorlagevolumen werden 25 mL eingesetzt, da fiir die
Quantifizierung in der Vorlage bei starker Verdiinnung gréfsere Volumina notwendig sind.

Die Anreicherungsfaktoren und die absoluten Konzentrationen steigen bei den ersten drei
Spumaten an (Abbildung [IV.13)).
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Abbildung IV.13.: PrP¢-Konzentrationen in Spumaten und Vorlagen (bezogen auf reines
Hirnhomogenat) bei der Zerschaumung von pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit SDS als
Schaumungshilfsmittel. 1/309 des Vorlagevolumens ist Hirnhomogenat. Der Anreicherungsfaktor
ist der Quotient aus der PrP%¢-Konzentration im Spumat und der PrPS¢-Konzentration in der
Vorlage.

Ausgangskonzentration 1/376 natives Hirnhomogenat in PBS

Bei dieser Zerschdumung 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 zerschaumt. Die Entnahme der Spumate erfolgt jeweils nach 30-
miniitigem Schiumen. Die resultierenden PrP*“-Konzentrationen in den Vorlagen und den
Spumatfraktionen zeigt Abbildung auf Seite

Die Anreicherung im zweiten Spumat kann nicht mehr quantifiziert werden, das PrP¢ im
Sumpf ist so stark abgereichert, dass eine Messung des Gehaltes nicht mehr moglich ist.
Eine mindestens erzielte Anreicherung kann beziffert werden, denn bei einen O.D.-Wert
von 0,05 (das ist die untere Grenze des fiir photometrische Messungen herangezogenen
linearen Messbereiches) betriige die Anreicherung 140. Der reale ER muss hoher liegen,
da der O.D.-Wert unter 0,05 liegt.
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Abbildung IV.14.: PrP%-Konzentrationen in Spumaten und Vorlagen (bezogen auf reines
Hirnhomogenat) bei der Zerschaumung von pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit SDS als
Schdumungshilfsmittel. Die Ausgangskonzentration des Hirnhomogenates in der Vorlage betrigt
1/876. Der Anreicherungsfaktor ist der Quotient aus der PrP5¢-Konzentration im Spumat und
der PrP%¢-Konzentration in der Vorlage.

8. Zerschaumung 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 pL resp. 90 pL
(bei 1/4) in 12 mL PBS homogenisiert. Als Schaumungshilfsmittel dient SDS (13,3 mg/L).
Vor Gewinnung der Spumate wird 30 min geschdumt, es werden etwas mehr als 100
ul Spumat gewonnen. Im Diagramm (Seite [88) sind die Anreicherungsfaktoren
fiir PrP¢ dargestellt, die bei den unterschiedlichen Mischungsverhiltnissen von BSE-
positivem zu BSE-negativem Hirnhomogenat im ersten Spumat auftreten.

87



Kapitel IV. Ergebnisse 8. Zerschaumung von Gemischen aus Hirnhomogenat

Die Anreicherung ist abhédngig vom Mischungsverhéaltnis des gesunden mit dem patho-
logischen Gehirn. Je niedriger der Gehalt von BSE-positivem Hirnhomogenat und somit
von PrP% im Gemisch ist, desto niedriger ist die in der ersten Spumatfraktion erzielte
Anreicherung.

Anreicherungsfaktor

1/4 1/2 3/4 1

Anteil des pathologischen Gehirns am
Hirngemisch

Abbildung IV.15.: Anreicherungsfaktoren von PrP5¢ bei der Zerschiumung von gemischtem
Hirnhomogenat mit verschiedenen Anteilen BSE-positiven Hirnhomogenats. Der Anreicherungs-
faktor ist der Quotient aus der PrP5¢-Konzentration im Spumat und der PrP%°-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
mm Gemisch aus pathologischem und gesundem Hirnhomogenat ist.

8.2. Detektion von PrP”¢ in BSE-negativ getestetem Rinderhirn
nach Zerschaumung

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 frithen Phase der Erkrankung befand.
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Zur Herstellung dieses Gemisches werden 3,995 mL negatives Hirnhomogenat mit 47 pL
stark positivem Hirnhomogenat gemischt und homogenisiert (In Abbildung ist dies
anhand der griinen Sdule ,HHmix* dargestellt). Dieses Gemisch wird mit 11,1 mL PBS
verdiinnt und mit 6,7 mg SDS/L versetzt und dient so als Vorlage fiir die Zerschdumung.
Bei der Zerschaumung wird der Gasvolumenstrom so reguliert, dass sich die Schaumséau-
le sehr langsam aufbaut und die erste Spumatfraktion nach ca. 20 min gewonnen wird.
Weitere Fraktionen werden jeweils nach 20 min stationdren Schiumens entnommen. Die
Schaumséule bleibt zwischen den Entnahmen der Spumatproben erhalten. Die Volumina
der Spumatproben betragen jeweils etwas tiber 300 uL.
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Abbildung IV.16.: O.D.-Werte (entsprechend dem Gehalt an PrP5¢) bei der Zerschiumung
eines Gemisches aus BSE-positivem und gesundem Hirnhomogenat. HHmix ist das verdiinnte
Gemisch aus pathologischem und gesundem Gehirn; die Vorlage ist das zur Zerschiumung mit
Puffer verdiimnte 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 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 fragwiirdig einzustufen). Die Mafgabe zur Interpretation der Ergebnisse (als
Grenzwert gilt ein O.D.-Wert von 0,2) aus dem BetaPrion'™ BSE EIA Test Kit sind im
praktischen Teil beschrieben.
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8.3. Zerschaumung 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 pul. 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 Zerschdumung dieses Gemisches (Abbildung werden sukzessiv nach jeweils
etwa 30 min ca. 400 pl. Spumat abgenommen. Nach Verdau und Féllung der einzelnen
Spumatfraktionen wird das Pellet in 300 mL Losungs-Puffer gelost, davon 100 gL im
ELISA untersucht (Vorgehen entsprechend Test-Kit).

Gegentiber der Vorlage (hellblaue Saule, ,Vorl.“) sind die Spumate S I bis S VIII deutlich
angereichert (Abbildung . Ab der neunten Spumatfraktion fallt der O.D.-Wert und
damit die PrP°“-Konzentration unter die der Vorlage. Die maximale Anreicherung wird
in den Spumaten S IV bis S VI erreicht.

0,16+

0,14+

0,121

0,11

0,08+

0.D.

0,06+

0,04+
0,021

O_
Vorlage | nm m v v v vii vl IXx X Xl
Spumatfraktionen

Abbildung IV.17.: O.D.-Werte (entsprechend der Menge an PrP5¢) von Vorlage und Spumat-
fraktionen aus der Zerschiumung 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 Zerschdumungsanalyse das pathologische Prionpro-
tein (PrP%¢) aus Korperfliissigkeiten und -geweben moglichst stark anzureichern, um die
Empfindlichkeit des Nachweises Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien zu erho-
hen. Zunéchst wurden hierzu Vorversuche durchgefiihrt, um die Zerschdumungsapparatur
so zu gestalten, dass sie den speziellen Anforderungen des Arbeitens mit infektiosen Ma-
terialien geniigt. In der entsprechend konstruierten Apparatur wurde dann mit verschie-
denen Hilfsmitteln, variierten Parametern und Modifikationen zerschaumt. Die daraus ge-
wonnenen Erkenntnisse wurden zur Optimierung eines Protokolls fiir die Zerschdumung
verwendet, mit dem maximale Anreicherungsfaktoren des PrP>¢ erzielt werden kénnen.
Nachfolgend werden sowohl die Konstruktion der Apparatur als auch die Entwicklung und
Optimierung der Arbeitsmethode beschrieben.

1. Zerschaumung von infektiocsem Material

Die Zerschaumung von PrP%¢ bzw. von vergleichbar gefihrdenden Stoffen ist bisher noch
nicht beschrieben worden. Im Hinblick auf ein sicheres Arbeiten mit dem pathologischen
Prionprotein mussten an den bislang zur Zerschdumung eingesetzten Apparaturen einige
grundlegende Veranderungen vorgenommen werden. Die Notwendigkeit fiir diese Veran-
derungen resultiert aus der Infektiositit und Pathogenitiit des anzureichernden PrP*¢ (im
Grundlagenteil beschrieben).

Eine Skizze der Apparatur ist im Teil Materialien abgebildet (Abbildung [[IL.1} Seite [62),
eine fotographische Aufnahme befindet sind im Anhang (Abbildung [A.1] Seite [115).

1.1. Inaktivierung des PrP*¢ und Reinigung der Apparatur

Aufgrund der gesundheitsgefihrdenden Eigenschaften des PrP*¢ ist es notwendig, die
Zerschdumungsapparatur mit geeigneten Mitteln und Maknahmen von infektiosen Verun-
reinigungen zu befreien sowie infektioses 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 gegeniiber Natriumhypochlorit (NaOCI) und kon-
zentrierter Natronlauge (NaOH) geniigend besténdig. Diese beiden Chemikalien sind sehr
gut fiir die Inaktivierung von PrP%¢ geeignet [HORNLIMANN 2001a]. Obwohl in der Lite-
ratur zumeist NaOCl als Inaktivierungsreagenz beschrieben ist, wurde in dieser Arbeit auf
das ebenso wirksame NaOH zuriickgegriffen, da dieses im Gegensatz zum NaOCI keine
gesundheitsschiadlichen Auswirkungen auf die Atemwege hat.

Die Zerschaumungsapparatur wurde nach jeder Zerschaumung fiir mindestens 18 Stunden
in ein Bad mit 4 M NaOH gegeben. Geratschaften wie Spritzen, Kaniilen und Reaktions-
geféfe 0.4. wurden vor der Entsorgung autoklaviert.

Zur thermischen Inaktivierung des PrP¢ wurde eine halbstiindige Autoklavierung bei
134 °C und 2 bar durchgefiihrt. Dies wurde als sicheres Verfahren beschrieben
[OBERTHUR 2001]. Im Falle von PrP*“haltigen Fliissigkeiten wurde der Vorgang zur Si-
cherstellung der geniigenden Erhitzung des gesamten Volumens wiederholt. Entsprechend
dem iiblichen Vorgehen im BSE-Labor wurde die Fliissigkeit nach dem Abkiihlen fiir 24
h mit der Hélfte des eigenen Volumens an 20 %-igem NaOCI versetzt.

1.2. Aerosolbildung des PrP*¢

Bei der Zerschiumung kénnte PrP®¢ ein Aerosol bilden und in die umgebende Atmosphé-
re gelangen. Der zur Generierung des Schaumes notwendige Gasstrom darf daher nicht
ungereinigt in die Atmosphére entweichen. Deshalb wird dieser aus dem Spumatsammel-
gefafl zunédchst zur Inaktivierung durch eine Gaswaschflasche mit 4 M NaOH-Losung und
anschliefend durch eine Kéltefalle mit fliissigem Stickstoff (—196 °C) geleitet, wo mogli-
cherweise entstandene Aerosole gefrieren und ausfallen.

Weiterhin miissen die Beschickung der Zerschdumungsapparatur und die Probenahme
ohne Kontakt des infektiosen Mediums zur Umgebung erfolgen. Dazu wurde am Vorlage-
gefafs (Sumpf) ein Drehhahn aus Glas angebracht, durch den dieses mit Hilfe einer Spritze
befiillt sowie nach der Zerschdumung problemlos entleert werden kann.

Zur Entnahme der Spumatproben wurde am Spumatsammelgefiafs ein Septum angebracht,
durch das mit Spritze und geeigneter Kaniile Spumat entnommen wird.

Anschaulich wird dies in der Abbildung [[TI.1] Seite [62] und Abbildung auf Seite
im Anhang.

1.3. Dimensionierung der Zerschaumungsapparatur
Da das pathologische Hirnhomogenat nur in sehr geringen Mengen zur Verfiigung steht,

wurde versucht, eine moglichst klein dimensionierte Apparatur zu konstruieren.
Vorversuche zeigten, dass eine stabile Schaumséule, die gute Drainageeffekte aufweist und

92



Kapitel V. Diskussion 2. Quelle des pathologischen Prionproteins

langsam kollabiert, bei der Zerschdaumung von Hirnhomogenat in sehr kleinen Apparatu-
ren (Vorlagevolumen um 1 mL) nicht generiert werden kann.

Fiir den ELISA ist ein Volumen von etwa 100 pL notwendig. Da mehrere Spumatfrak-
tionen dieses Volumens, sowie Proben aus dem Sumpf, nacheinander entnommen werden
mussten, wurden jeweils 7 bis 15 mL verdiinntes Hirnhomogenat zerschdumt.

Als optimal fiir die in der Laminar-Flow Sterilbank (maximal nutzbare Héhe 600 mm)
durchgefiihrten Zerschdaumungsexperimente erwies sich eine Hohe von 500 mm fiir die
gesamte Zerschaumungsapparatur, wobei 100 mm auf den Vorlagebereich entfallen, die
aufgesetzte Saule 350 mm misst und der Bogen zur Uberleitung in das Spumatsammel-
geféf 50 mm hoch ist. Der Durchmesser der Glasrohre betrigt jeweils 18 mm.

Obwohl aus der Literatur Modifikationen der Zerschdumungsapparaturen bekannt sind,
die z.B. die Drainage durch den Einbau von Abschnitten mit erhéhtem Querschnitt in die
Séule verbessern und so die Anreicherung erhdhen [SARKAR 1987|, wurde die Apparatur
prinzipiell moglichst einfach gestaltet.

Um mit der beschriebenen Apparatur eine gute Drainage zu erreichen, wird die Zerschau-
mungsdauer verldngert, d.h. der Gasvolumenstrom wird so reguliert, dass ein ausreichen-
der Riicklauf im Schaum stattfinden kann. Eine genaue Beschreibung dieses Vorgehens

erfolgt in der Diskussion unter [7] (Seite

2. Quelle des pathologischen Prionproteins

Als relevantes Untersuchungsmaterial kann ausschlieflich Hirngewebe aus der Obexregion
des Hirnstammes BSE-erkrankter Tiere (in erster Linie von Rindern) verwendet werden,
denn nur dort ist das PrP®¢ in ausreichender Konzentration fiir Untersuchungen vor-
handen. Die vielen Begleitstoffe und die komplexe Matrix des eingesetzten Hirngewebes
beeinflussen Verlauf und Resultat der Zerschaumung massiv.

Die Konzentration des PrP¢ im entnommenen Stammhirngewebe ist stark vom Individu-
um und Stadium der Erkrankung abhingig. Auch die Verteilung des PrP>¢ im Hirngewebe
ist inhomogen, d.h. die einzelnen Portionen der Gehirnproben eines Individuums haben
stark variierende Gehalte an PrP~¢.

Trotz mehrfacher Wiederholung des Homogenisierungsvorganges (,ribulizing”) sind noch
Gewebestrukturen vorhanden, die nicht zerkleinert werden konnen, daher ist das Hirn-
homogenat beziiglich des PrP®“-Gehaltes inhomogen. Deshalb steht keine standardisierte
Referenzprobe zur Verfiigung, auf welche die Quantifizierung von PrP*¢ bezogen werden
konnte.

Das verwendete Hirngewebe ist nach der Homogenisierung aufgrund seiner Viskositat und
Struktur nicht ohne weiteres zerschaumbar und muss deshalb stark verdiinnt werden. Die
mit einer Verdiinnung verbundene Verringerung der Konzentration des PrP¢ ist sinnvoll,
denn in anderen Gewebearten oder Korperfliissigkeiten liegt dieses in wesentlich geringe-
ren Konzentrationen vor als im Stammhirn. Verdiinntes Hirnhomogenat dient somit als
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Modellsubstrat fiir die Zerschaumung und Anreicherung von PrP%¢ aus Medien wie Blut
oder Cerebrospinalfliissigkeit.

Obwohl seit einigen Jahren {iber eine Methode zur Vermehrung von PrP*¢ berichtet wird,
die PMCA (protein misfolding cyclic assay) [SOTO 2002], kann damit gewonnenes PrP*°
derzeit noch nicht in Reinform beschafft werden. Auch diese Methode bietet daher keine
Alternative zur Verwendung von pathologischem Stammhirn erkrankter Rinder als Quelle
fiir das pathologische Prionprotein.

3. Losungsmittel fiir die Zerschaumung

Die Verdiinnung des homogenisierten Stammbhirnes bzw. des rekombinanten Prionpro-
teins rPrP erfolgt mit Phosphat-gepufferter, physiologischer Kochsalzlgsung (phosphate
buffered saline, PBS). Die physiologische Losung ist den Bedingungen in Kérpermedien
dghnlicher als reines Wasser, in dem, bei empfindlichen Proteinen, Verdnderungen auftreten
konnen. Aufserdem stellt das Zerschdumen in diesem gepufferten System einen konstanten
pH-Wert sicher.

4. Generieren des Schaumes

Stickstoff als Zerschaumungsgas

Fiir die Generierung des Schaumes wird bei allen Zerschdumungen inertes Stickstoffgas
verwendet. Chemische Verédnderungen durch das Zerschdumungsgas (z.B. Oxidation durch
Luft oder Os) oder Beeinflussung des pH-Wertes (z.B. durch CO,) sind damit ausgeschlos-
sen. Ny ist aukerdem wesentlich kostengiinstiger als andere verwendbare Inertgase (z.B.
Helium).

Porositat der Fritte

Schaum, der mit Glasfritten der Porositit 4 generiert wird, weist das giinstigste Verhalten
auf. Bei Fritten mit groberer Porositéit entstehen zu grofse Blasen und es kann kein stabiler
Schaum aufgebaut werden.

Mit feineren Fritten wird ein Schaum erzeugt, der sehr ungiinstiges Verhalten aufweist.
Er ist so stabil, dass er kaum mehr kollabiert und die Drainage sehr langsam ablauft. Das
Ergebnis ist eine stabile Schaumséule, die nahezu ohne Anreicherungseffekt unmittelbar
ins Spumatsammelgefafs iiberfiihrt wird.

Weiterhin lassen sich feinere Fritten nach Gebrauch nicht mehr zuverlissig reinigen, da-
durch unterscheidet sich der resultierende Schaum von einer Zerschdumung zur nachsten
sehr stark.
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5. Schaumungshilfsmittel SDS

Wie unter H. Grundlagen der Zerschdumungsanalyse (ab Seite beschrieben, ist
fiir die erfolgreiche Durchfithrung einer Zerschdumungsanalyse oftmals der Zusatz von
Schaumungshilfsmitteln erforderlich, wenn die anzureichernden Inhaltsstoffe in der Vor-
lage nicht oberflachenaktiv 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), Eiweifs (mit relativ hohem Gehalt an freien Amino-
sduren) sowie wenig Kohlenhydraten (v.a. Glykogen) [ROCHE 2006|. Hirngewebeprotei-
ne sind oberflachenaktiv und ermdglichen grundsétzlich eine Schaumbildung. Durch die
notwendige Verdiinnung des Hirnhomogenates sinkt jedoch die Konzentration an ober-
flachenaktiven Bestandteilen stark. Um den Aufbau einer Schaumséaule, speziell fiir die
Gewinnung mehrerer Spumate aus einer Vorlage zu ermoglichen, ist daher die Zugabe
eines Tensides notwendig.

Der Vergleich verschiedener Schaumungshilfsmittel erfolgt einerseits nach den Gesichts-
punkten des Schaumverhaltens (Beschaffenheit, Stabilitat, Drainage) und andererseits
anhand der erzielten Anreicherung von pathologischem Prionprotein. Der Aufbau der
Schaumséule ist entscheidend fiir den Erfolg der Zerschaumung. Das Schaumverhalten
kann jedoch, anders als die Anreicherung, nicht quantifiziert werden.

Wie aus Abbildung (Seite ersichtlich, fithrt bei der Zerschaumung von verdiinn-
ter Magermilch mit rekombinantem PrP als Modellsubstrat unter Zusatz von BSA, SDS
und Tween 20, lediglich SDS zu einer Anreicherung. Weiterhin zeigt die Zerschdumung
von pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit den Tensiden CTAB, SDS und einem
Gemisch aus SDS und Tween 20, dass auch beim PrP%¢ 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 Schaumséule kann nicht erreicht werden, daher
erfolgen weder ein Riicklauf abgereicherter Fliissigkeit (Drainage) noch die Bildung von
Lamellenschaum.

Bei der Zerschdumung mit SDS hingegen treten starke Drainageeffekte auf. Im Frontbe-
reich der Schaumsaule liegt stark entwésserter Polyederschaum vor. Die Drainage zwischen
den Oberflachen der Stickstoffblasen, vor allem in den Gibbs-Kanélen, und somit das Ent-
stehen eines trockenen Schaums ist die Hauptursache fiir die erzielbare Anreicherung mit
SDS als Schaumungshilfsmittel.

Als weitere Ursache fiir die besten Resultate bei der Zerschiumung mit SDS muss auch
eine Verinderung der Struktur des PrP°¢ durch dieses spezielle Tensid in Erwigung ge-
zogen werden.

Tenside kénnen bei Proteinen eine Denaturierung bewirken, und gerade die Veranderung
der Sekundér-, Tertidr- und evtl. auch Quartarstruktur sowie das Auffalten an der Pha-
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sengrenzflache haben bei der Zerschaumung grofen Einfluss auf das Schaumverhalten und
die Anreicherung der Proteine [CLARKSON 1999, [KINSELLA 1987]. Die stark anionischen
Eigenschaften des SDS koénnen beim PrP“¢ moglicherweise eine Strukturverinderung be-
wirken, die die Anreicherung im Schaum begiinstigt. Suzuki [SUZUKI 2002| stellte bei
Zerschaumungen eines Proteingemisches mit SDS fest, dass dieses Tensid aufgrund seiner
Wirkung auf Proteine zur selektiven Anreicherung einer Komponente fiihrte.

5.1. SDS-Konzentration

Ein hoher SDS-Zusatz verringert einerseits die Anreicherung von PrP“¢ bei der Zerschiu-
mung in Magermilch (Abbildung [[V.4] Seite und bewirkt andererseits beim ELISA
etwas geringere O.D.-Werte (Abbildungen , Seite |76/ und Seite . Daher wurde
bei den Zerschdumungen in dieser Arbeit gerade genug SDS zugegeben, um die sukzessive
Gewinnung mehrerer Spumatfraktionen zu erméglichen. Die Entnahme mehrerer Spumat-
fraktionen ist notwendig, weil hohe Anreicherungsfaktoren erst in den spéateren Fraktionen
erzielt werden. Die Ursachen hierfiir werden noch erértert.

Die Beeintrachtigung des ELISA-Signales durch SDS bei den in dieser Arbeit eingesetzten
SDS-Konzentrationen im Bereich von 230 mg SDS/L ist geringfiigig und wird deshalb in
der Diskussion nicht beriicksichtigt.

5.1.1. Auswirkung von SDS auf die Anreicherung von PrP*¢

Chang |[CHANG 2000] stellte bei der Zerschdumung eines Phosphates fest, dass diejeni-
ge Konzentration des Tensids fiir die Anreicherung am giinstigsten ist, die gerade noch
eine ausreichende Schaumbildung ermdoglicht. Optimale Anreicherungsfaktoren wurden
auch bei der Zerschdumung von Zinkionen mit moglichst geringem Tensidzusatz erzielt
[KONDURU 1992].

Nimmt man an, dass die oberflichenaktiven Verbindungen entsprechend ihrer Affinitét
zur Grenzfliche angelagert werden, wie beispielsweise bei Schnepf [SCHNEPF 1959] be-
schrieben, so erscheint es plausibel, dass ein Uberschuss an Tensid zu einer Verdringung
anderer anzureichernder Komponenten von der Phasengrenzfliiche fithrt. Uberschuss be-
deutet, dass mehr Tensid zugegeben wird, als zur Generierung des Schaumes notwendig
ist. Das Verhiltnis der Mengen von Zielsubstanz (z.B. PrP®¢) und Tensid (z.B. SDS) in
der Vorlage hat Einfluss auf das Verhiltnis, in dem die Anlagerung beider Komponenten
an die Phasengrenzfliche erfolgt. Je hoher der Anteil einer der Komponenten im Gemisch
ist, desto hoher ist bei gleicher Affinitét dessen Anteil an der Phasengrenzfliche. Gerade
bei den Tensiden, die i.d.R. eine sehr viel stérkere Affinitédt zur Phasengrenzfliche haben
als Proteine, wirkt sich eine erhohte Konzentration verringernd auf den Anteil der Prote-
ine an der Grenzflache aus.

Der Effekt steigender SDS-Konzentration in der Vorlage auf die Anreicherung im Schaum
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ist in Abbildung 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 iiber eine Grofenordnung) 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 PrP%¢ mittels ELISA. Dies wurde mit patho-
logischem Hirnhomogenat unter Zusatz verschiedener Mengen an SDS untersucht. In den
Proben, die in Abbildung (Seite dargestellt sind, wurde eine SDS-Konzentration
von 230 mg SDS/L eingestellt, wie sie auch zur Zerschaumung verwendet wird. Gegeniiber
der Kontrollprobe ohne Zugabe von SDS verringert sich der O.D.-Wert nur marginal.
Bei dem ELISA, der in Abbildung (Seite dargestellt ist, wurde SDS in etwa der
doppelten Konzentration (500 mg SDS/L) eingesetzt, was eine deutliche Verringerung des
Signals bewirkt.

Die Ursache fiir 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 fiihrt dazu, dass die Infektiositit des PrP5°
verringert wird [HORNLIMANN 2001a]. Diese teilweise Inaktivierung wird allerdings erst
bei Konzentrationen um 3 % SDS erreicht.

Riesner [RIESNER 2001a] beschreibt, dass das PrP“¢ nicht linger infektids ist, wenn es in
eine 16sliche Form gebracht wird, z.B. durch SDS.

Ob die Infektiositat bereits bei den hier eingesetzten geringen Konzentrationen des SDS
verringert wird, konnte nur durch einen Bioassay (Tierversuch) zuverléssig iiberpriift wer-
den. Die Tatsache, dass die ELISA-Antikorper das PrP®¢ binden, lisst alleine noch keine
Aussage dariiber zu, ob es noch infektios ist. Wie oben beschrieben, wird in dieser Ar-
beit eine Abhéngigkeit sowohl des Signals im ELISA als auch der Anreicherung bei der
Zerschdumung von der SDS-Konzentration sichtbar. Dies belegt eine Verdnderung der
Struktur des PrP%¢ durch das anionische SDS auch bei Konzentrationen weit unter 3 %.

5.2. SDS und Ultraschallbehandlung von PrP*¢

In den Abbildungen (Seite und (Seite sind die Auswirkungen von SDS
und Ultraschall auf das Quantifizierungsergebnis von PrP“¢ mittels ELISA dargestellt.
Ultrabeschallung bei gleichzeitiger Anwesenheit von SDS soll eine Auflésung von PrP“¢-
Assoziaten bewirken [RIESNER 2001al. Die Zerteilung grofer Assoziate durch Ultraschall

97



Kapitel V. Diskussion 6. Zentrifugationsverhalten von PrP%

fithrt zu einem hoéheren O.D.-Wert im ELISA, SDS hingegen verringert den O.D.-Wert
(s.0.). Eine Ultraschallbehandlung vor der Zerschdumung ergibt somit keinen Sinn, da
das Schaumungshilfsmittel SDS im Zusammenwirken mit dem Ultraschall das Signal im
ELISA verringert.

6. Zentrifugationsverhalten von PrP*¢

Hirnhomogenat wurde in dieser Arbeit aus zwei Griinden zentrifugiert: zum einen, um
Aufschluss iiber den Aggregations- bzw. Assoziationszustand des PrP®¢ zu gewinnen, zum
anderen, um PrP% vom begleitenden Hirnmaterial zu trennen.

Das als Modell fiir die Anreicherung von PrP¢ aus begleitstoffarmem Liquor cerebrospi-
nalis dienende pathologische Hirnhomogenat sollte weitgehend von Matrixbestandteilen
befreit werden, denn diese beeintrachtigen die Effektivitit der Zerschdumung stark.

Wie aus Abbildung (Seite und Tabelle (Seite ersichtlich ist, befindet
sich das PrP®¢ nach der Zentrifugation stets im Sediment (Zentrifugat). Die Abreicherung
im Uberstand nimmt nach jedem Zentrifugationsvorgang zu (siehe Abbildung Sei-
te . Der iiberwiegende Anteil des PrP®¢ sedimentiert zusammen mit den partikuliiren
Bestandteilen des Hirnhomogenates, d.h. unter den angewandten Zentrifugationsbedin-
gungen kann das PrP% nicht von den Begleitstoffen aus dem Hirnhomogenat getrennt
werden.

Das Sedimentationsverhalten bei der Zentrifugation zeigt weiterhin, dass das pathologi-
sche PrP°¢ 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 gelost ist.

7. Stationare Zerschaumung

Fiir die Zerschdumung von pathologischem Hirnhomogenat zur Anreicherung des PrP¢
erwies es sich als giinstig, nach dem Aufbau der Schaumséiule eine definierte Zeit bei
konstanter Schaumséulenhthe zu zerschdumen (,stationére Zerschdumung®). Dazu wird
zunéchst der Gasvolumenstrom so geregelt, dass sich langsam eine Schaumséaule bis zu
der Biegung des Zerschdumungsrohres aufbaut (siehe Abbildung , Seite . Dann
wird der Gasstrom reduziert, so dass die Schaumséule bei dieser Hohe stehen bleibt. Die-
ser Zustand, in dem ein Gleichgewicht zwischen Kollabieren und Schaumbildung besteht,
wird iiber eine definierte Zeitspanne aufrecht erhalten. Der Aufbau der Schaumséule und
die stationdre Schaumung zusammen werden etwa 20 min lang durchgefiihrt. Nach dieser
Zerschdumungsdauer wird der Gasvolumenstrom erhoht und Schaum in das Spumatsam-
melgefafs iiberfiihrt.
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Vor allem im Bezug auf die Reproduzierbarkeit des Zerschdumungsverlaufes ist die sta-
tiondre Zerschaumung giinstig, weil die Hohe der Schaumséule ein gut durch den Volu-
menstrom regulierbarer und konstant haltbarer Parameter ist. Versuche, bei einzelnen
Zerschdumungen mit gleichem, konstantem Volumenstrom zu arbeiten, fithrten zu sehr
unterschiedlichen Zeitspannen, bis eine Schaumséule aufgebaut wurde und Spumat ge-
sammelt werden konnte, was nicht zu reproduzierbaren Ergebnissen fiihrt. Dies ist auf
die Inhomogenitat des Substrates, die Verdnderung der Fritte sowie auf weitere Parame-
ter zurlickzufiithren, wie z.B. die Temperatur, die nicht konstant gehalten werden kénnen.
Wie Bartsch [BARTSCH 1926] beschrieb, sind Schaumsysteme einer Vielzahl von Einfliis-
sen gegeniiber sehr empfindlich, u.a. der Temperatur.

Neben dem eben beschriebenen praktischen Vorteil sollte die stationdre Zerschdumung
auch eine Verbesserung der Anreicherung bewirken. Der Riickfluss abgereicherter Fliis-
sigkeit sowie Koaleszenz und Kollabieren des Schaumes an der Schaumséulenfront stellen
die mafsgeblichen Voraussetzungen fiir eine hohe Anreicherung im Schaum dar. Diese drei
Vorginge erfolgen beim stationdren Schaumen verstarkt.

Stationares Schidumen fiihrt zu einem erhohten Transport von Phasengrenzflache, so dass
sich eine Komponente mit starkerer Affinitdt zur hydrophoben Phasengrenzflache an der
Front der Schaumséule mit fortschreitender Zerschaumungsdauer stirker anreichern kann,
als wenn die Schaumséaule nur aufgebaut und dann sofort Spumat abgenommen wird. Denn
angereichertes Fluid (Kollabat) flieft in den Schaum zuriick und tritt in Wechselwirkung
mit der bereits angereicherten Phasengrenzfliche. So stellt sich an der Phasengrenzfla-
che ein neues Gleichgewicht zwischen den angereicherten Substanzen ein, das zu Gunsten
der Komponente mit der hoheren Affinitdt, die im Riicklauf schon stéarker angereichert
vorliegt, verschoben ist. Die stationidre Zerschdumung sollte daher auch zu einem verbes-
serten Separationseffekt beitragen.

Die Zerschaumung fiithrt bei vielen Proteinen zu einer Denaturierung an der Phasen-
grenzfliche, was die Affinitdt des Proteins zur Phasengrenzfliche noch steigern kann
[KINSELLA 1987]. Auch dies konnte beim stationdren Schdumen die Anreicherung verstér-
ken, vergleichbar einer Riickfiihrung des Spumates in die Zerschdumung (Zerschdumung
im Kreislauf).

Diese theoretisch betrachteten Effekte der verbesserten Anreicherung und Separation
durch stationére Zerschdumung 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 PrP*¢ gewon-
nen werden. Dies miisste anhand der Zerschdumung einer Modell6sung mit nur wenigen
Komponenten detailliert tiberpriift werden.
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8. Proteaseaktivitat und Verdauungsstabilitat von
Prp>¢

Als selektiver Schritt fiir die Unterscheidung des pathologischen vom zelluldren Prion-
protein wird eine Verdauung mit Proteinase K durchgefiihrt. Neben der weitgehenden
Stabilitat des pathologischen Prionproteins gegeniiber einer Verdauung mit Proteinase K
[RIESNER 2001b] muss auch ein volliger Abbau des zelluldren PrP sichergestellt sein, da-
mit dieses im ELISA nicht an die unspezifischen Anti-PrP-Antikérper bindet und als
PrP%¢ quantifiziert wird.

In verschiedenen Proben aus Spumat oder Vorlage sind sehr unterschiedliche Mengen an
PrP%¢ 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 PrP¢ angepasst werden, da diese nicht bekannt sind.
Damit die Messergebnisse aus dem ELISA Aussagekraft erhalten, diirfen die unterschied-
lichen Voraussetzungen der Probenzusammensetzung keinen Einfluss auf die Quantifizie-
rung des PrP>¢ ausiiben. Um dies sicherzustellen wurden Proben mit konstantem PrP“¢-
Gehalt aber verschiedenen Gehalten an Matrixbestandteilen hergestellt. Zu diesen wurden
variierende Mengen an Proteinase K gegeben und die Inkubationsdauer der Proteinase K
gegeniiber der Anweisung des Testkits leicht verdndert. Im ELISA resultierten daraus
keine unterschiedlichen O.D.-Werte. Die Stabilitit von PrP“¢ ist folglich auch noch bei
einem stirkeren Uberschuss an Proteinase K und bei verlingerter Inkubationszeit gewéhi-
leistet. Zugleich erfolgt bei verringerter PK-Menge oder bei verkiirzten Inkubationszeiten
sowie bei erhthtem Anteil an Matrixmaterial der vollige Abbau des PrP¢ und des iibrigen
Proteins der Matrix.

9. Zerschaumungsverhalten der Matrix
Hirnhomogenat

Um die Einfliisse zu ermitteln, welche die Matrix des Hirnhomogenats bei der Zerschau-
mung ausiibt, wird neben den Zerschaumungen von pathologischem Hirnhomogenat, das
dann auf den Gehalt an PrP*¢ untersucht wird, nach demselben Protokoll Stammbhirn-
homogenat eines gesunden Rindes zerschdumt. 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 Zerschaumung. Auch die Anreicherung des pathologischen PrP%¢ wird durch
den Separationseffekt der Zerschdaumungsanalyse auf die Matrix beeinflusst.
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Faktoren wie pH-Wert, Temperatur, Anwesenheit von Zuckern und Salzen
[TOwWNSEND 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 Zerschdumung.

9.1. Separation dispergierter Zellfragmente

Bei der Zerschdumung von Hirnhomogenat ist in der ersten Vorlage stets eine Triibung
zu erkennen wihrend die Triibung der Vorlage verschwindet. Je nach Konzentration des
Hirnhomogenates sind diese unterschiedlich stark ausgepragt. Urséchlich sind die partiku-
laren Bestandteile der Matrix. Durch die Zerschdumung werden diese in der ersten oder
den ersten beiden Spumatfraktionen angereichert, abhéngig von der Menge an zugegebe-
nem Homogenat. Die partikuldren Zellbestandteile, die suspendiert in einer Losung von
Proteinen vorliegen, werden bevorzugt auch gegeniiber kleinen Proteinen mit hoher Affi-
nitédt zur Phasengrenzfliche abgeschaumt. Wie im Elektropherogramm in Abbildung
(Seite 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 Zerschdumung die partikuldren Komponenten im Spumat bevorzugt
angereichert, die loslichen Proteine hingegen abgereichert werden.

Die vorrangige Flotation der partikuldren Zellbestandteile zeigt sich auch bei der Quan-
tifizierung des pathologischen Prionproteins durch den ELISA: in Abbildung (Sei-
te , die das Ergebnis aus der Zerschdumung eines Gemisches aus pathologischem mit
viel gesundem Hirnhomogenat darstellt, wird die maximale PrP®°-Konzentration erst in
spateren Spumatfraktion erreicht als bei der Zerschdumung von unverschnittenem patho-
logischem Hirnhomogenat. Die Konsequenz aus einem sehr hohen Anteil an dispergierten
Zellfragmenten (durch die Zugabe einer sehr grofen Menge an BSE-negativem Hirnho-
mogenat) ist die Verzogerung der Anreicherung des pathologischen PrP“¢ hin zu spéteren
Spumatfraktionen.

Ein weiterer Beleg fiir die beschriebene Verzogerung der Anreicherung des Prionproteins
durch Zellfragmente wird im Vergleich der Zerschaumungen mit pathologischem Hirnho-
mogenat zu derjenigen ganz ohne Begleitstoffe (Abbildung Seite deutlich. Hier
wird reines rekombinantes PrP aus einer Losung von PBS mit SDS geschaumt. PrP¢ und
PrP%¢ weisen keine identische Struktur auf und unterscheiden sich in fiir die Zerschiumung
wichtigen Eigenschaften, konnen also nicht direkt verglichen werden. Doch als Modell fiir
eine Zerschidumung 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 Phasengrenzfliche 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 héchste 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 Zerschdumung aus einer Vorlage ohne Begleitstoffe zur héchsten Menge an PrP in
der ersten Spumatfraktion fiihrt. Ganz anders verlaufen die Zerschdumungen, bei denen
die partikuliren Matrixbestandteile des Hirnhomogenates die Anreicherung des PrP>¢ in
den ersten Spumatfraktionen beeintrachtigen.

Es findet bei der Zerschdumung von Hirnhomogenat durch Flotation eine selektive Ab-
trennung der Zellfragmente in den ersten Spumaten statt.

Bei der Zerschaumung von pathologischem Hirnhomogenat ist daher zu beachten, dass
das PrP°¢ erst nach Abschiumen der Zellfragmente effektiv angereichert wird.

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

Fiir eine Anreicherung von PrP%¢ aus einer Korperfliissigkeit wie Liquor cerebrospinalis
lasst dieses Verhalten sehr gute Anreicherungsfaktoren bereits in den ersten Spumatfrak-
tionen erwarten, da in solchen Medien kaum Begleitstoffe und keine partikuldren Be-
standteile vorhanden sind. Im Falle der Zerschaumung 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 Zerschaumung [SuzUKI 2002, SALEH 2001, [ANAND 1995]. Es beruht auf den
verschiedenen Affinitdten der Proteine zur Phasengrenzfliche, die durch Grofe, Struktur
sowie Ladungszustand festgelegt sind. Struktur und Ladungszustand werden u.a. vom
pH-Wert bedingt. Auch Tenside kénnen den Ladungszustand beeinflussen und eine Ver-
dnderung im Anreicherungsverhalten bewirken [SUZUKI 2002].

Die Abbildungen (Seite und (Seite zeigen die Elektropherogramme der
Spumate und Vorlagen aus der Zerschdumung von Stammbhirnhomogenat eines gesunden

Rindes. Bei den Spumaten ist ersichtlich, dass es durch die Zerschdumung zu einer deutli-
chen Anreicherung von Proteinen kommt. Diese betrifft nicht das gesamte Proteingemisch
gleichermafien. Unterschiedliche Proteine bzw. Gruppen von Proteinen werden bevorzugt
in fritheren oder spéateren Spumatfraktionen angereichert. Das komplexe Gemisch aus Pro-
teinen und Zellbestandteilen erfahrt durch die Zerschdumung eine Separation.
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Die Elektropherogramme lassen keine explizite Aussage iiber 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 Grofe bis etwa 60 kDa liegen in den frither gewonnenen Spumaten,
abgesehen vom ersten, in der hochsten Konzentration vor. Grofere Proteine sind in der
zuletzt aufgezeigten Spumatfraktion maximal angereichert, in den ersten hingegen stark
abgereichert.

Die Tendenz, dass kleinere Proteine besser schdumbar sind als grofere, beschreibt auch
Dickinson |[DICKINSON 1989].

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

9.3. Art der Aggregation des PrP*¢

Wie oben beschrieben, ist das PrP®¢ im Hirnhomogenat nicht monomer geldst. Nachfol-
gend wird erortert, in welcher aggregierten oder assoziierten Form es vorliegt.

9.3.1. Aggregation des PrP*°

Das PrP%¢ ist zum Zeitpunkt der Zerschaumung nicht mehr iiberwiegend an grofere Zell-
fragmente aggregiert. In diesem Fall miissten die Konzentrationen des PrP¢ mit der
Triibung einhergehen, und so auch in dem resp. den ersten Spumat(en) am héchsten sein,
da dort die stirkste Triibung auftritt (s.o.).

Weiterhin diirfte im Falle einer Aggregation des PrP®¢ an Partikel oder Zellfragmente
bei Zerschdumungen mit steigenden Hirnhomogenat-Konzentrationen in der Vorlage kei-
ne Verschlechterung der PrP®¢-Anreicherung im ersten Spumat auftreten, wie sie in den
Abbildungen [IV.11] bis [[V.14] (Seiten [85] bis abzulesen ist. Noch deutlicher zeigen die
Abbildungen [[V.15| (Seite und [V.2| (Seite , dass die Anreicherung im ersten Spu-
mat abnimmt, je mehr Zellfragmente sich in der Vorlage befinden.

PrP%¢ liegt im Hirnhomogenat somit nicht an Zellfragmente aggregiert vor.
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9.3.2. Assoziation des PrP>¢

PrP*¢ assoziiert unter physiologischen Bedingungen, sobald es aus den ,rafts* gelost wird
|[RIESNER 1996]. Es liegt unabhéngig von der Verdauung als Assoziat vor.

Bei der Zerschdumung von 1/308 pathologischem Hirnhomogenat in PBS mit SDS (Ab-
bildung [[V.13] Seite entspricht die Konzentration an pathologischem Hirnhomogenat
in der Vorlage der des Elektropherogramms in Abbildung (Seite . Bei der Zer-
schiumung von pathologischem Hirnhomogenat treten die héchsten Mengen an PrP¢ in
frithen Spumatfraktionen auf, jedoch nicht in der ersten. Auf die héchste Konzentration
wird es nach den partikuldren Zellbestandteilen angereichert, doch diese Anreicherung
iiberschneidet sich mit derjenigen der partikuldren Zellfragmente und der kleinen Protei-
ne.

Die Ursache fiir dieses Anreicherungsverhalten in der Zerschdumung scheint darin zu
liegen, dass die Assoziate des pathologischen Prionproteins bevorzugt gegeniiber bzw.
teilweise zusammen mit den gelosten kleinen monomeren Proteinen abgeschaumt werden.
Die PrP%¢-Assoziate werden jedoch iiberwiegend nach den Zellfragmenten abgeschiumt,
die gleich zu Beginn in die erste(n) Spumatfraktion(en) gelangen. Im Allgemeinen treten
bei der Zerschaumung bzw. Flotation keine scharfen Trenngrenzen auf, daher iiberlappt
die Anreicherung der PrP%¢-Assoziate sowohl mit den davor abgeschiumten partikuliren
Matrixbestandteilen als auch mit der Aufkonzentrierung der 16slichen Proteine.

10. Auswirkungen der Proteolyse des
Hirnhomogenates auf die Zerschaumung

Die Auswirkungen einer Proteinase K-Verdauung des Hirnhomogenates auf die Zerschau-
mung sind in den Abbildungen (Seite [81) resp. (Seitd82)) im Ergebnisteil
ersichtlich. Dort sind die erzielten Anreicherungen des PrP°¢ bei einer PK-Verdauung
des Hirnhomogenates vor der Zerschaumung resp. der Zerschaumung von unbehandeltem
Hirnhomogenat dargestellt. Um die Unterschiede in einem direkten Vergleich deutlich zu

machen, sind beide Diagramme einander in Abbildung (Seite [L05)) gegeniibergestellt.

Fiir einen Nachweis von PrP°¢ nach der Anreicherung durch die Zerschiumung wire es
glinstig, wenn man das Hirnhomogenat bereits vor der Zerschdumung verdauen wiirde.
Die Proteolyse kénnte in einer Charge durchgefiihrt und die Spumate nach der Schiumung
direkt im ELISA untersucht werden. Erfolgt die Verdauung hingegen nach der Zerschau-
mung, so miissen alle Spumatfraktionen sowie Riickstandsproben aus dem Sumpf vor dem
Immunoassay einzeln verdaut werden.
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Abbildung V.1.: Zerschdumung von verdautem und nativem pathologischem Hirnhomogenat:
Gegeniiberstellung von Proben aus dem Sumpf (V) und Spumats bzgl. des PrP¢-Gehaltes. Die
blauen Balken stammen vom verdauten PrP%¢, die orangen vom nativen pathologischen Hirnho-
mogenat.

Beziiglich der Verinderung der Struktur und Form des PrP®¢ durch die Verdauung ist
Folgendes bekannt:

Das unverdaute PrP%¢ hat vor einer Verdauung und Assoziation im nativen Hirngewe-
be ein Molekulargewicht von 33 bis 35 kDa zuziiglich GPI-Anker (PrP33=3°+GPI, siche
Abbildung [[L.1] Seite [14). Laut Shaked [SHAKED 2002 ist es durch einen GPI-Anker in
den sog. rafts an der Zelloberfliche verankert. Sobald das PrP%¢ diese durch Verdau des
Proteins oder denaturierende Einfliisse auf die rafts verlasst, 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 PrP®¢ nicht mehr an
groferen 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 gentigt, um diese Denaturierung der rafts zu bewirken oder
ob die Homogenisierung die Ursache fiir die Freisetzung ist, kann nicht mit Sicherheit
festgestellt werden. Es wurde bereits belegt, dass das PrP3373%+ GPI zum iiberwiegenden
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—3°+GPI) das verkiirz-
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te pathologische Prionprotein PrP?"—3°. Sowohl GPI-Anker als auch N-Terminus werden
durch die Protease abgetrennt [PRUSINER 1998] (siche Abbildung [[I.1], Seite [14). Das re-
sultierende PrP?7~30 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 Losung gebracht werden, ist nicht klar.

Wie die Ergebnisse aus der Zerschdumung zeigen, kann die unverdaute Form des Prion-
proteins PrP33735 4+ GPI aus unverdautem Hirnhomogenat im Rahmen der Zerschiumung
wesentlich besser angereichert werden als das proteolytisch verkiirzte PrP?"=3% obwohl
beide assoziiert vorliegen. Da PrP?"—3% riumlich anders strukturiert ist als PrP33-3%+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 Anderung ihres Verhaltens bei der Zerschiumung nach ei-
ner Proteolyse beschrieben. Bei diesen fiihrt die Verdauung stets zu einer Verbesserung
der Schaumbildung und zu einer Verringerung der Schaumstabilitit, beruhend auf der
Anderung der molekularen Struktur und Grofe der Proteine [KINSELLA 1987].

Dieses Verhalten beziiglich der Grofe bestétigt die vorliegende Arbeit fiir 16sliche Proteine
aus gesundem Rinderstammbhirn. Im Elektropherogramm (Abbildung [V 1] Seite [72)) sind
bevorzugt — also bereits in fritheren Spumatfraktionen — kleinere Proteine angereichert.
Dickinson [DICKINSON 1989 beschreibt, dass partielle Hydrolyse zu einer Verbesserung
der Schaumbarkeit fiihrt, einerseits wegen der resultierenden geringeren Molekiilgrofen,
andererseits, weil zuvor verborgene hydrophobe Reste nach auften gewandt werden.

Im Falle der Zerschdumung von pathologischem Hirnhomogenat fiihrt die Proteolyse hin-
gegen zu einer Verschlechterung der Anreicherung des pathologischen Prionproteins. Dies
steht jedoch nicht im Widerspruch zu den beschriebenen Beobachtungen friitherer Un-
tersuchungen. Denn die von Kinsella [KINSELLA 1987] und Dickinson [DICKINSON 1989
beschriebenen Proteine sind wasserloslich und werden bei der Verdauung proteolysiert,
das pathologische Prionprotein hingegen ist hydrophob und weitgehend stabil gegeniiber
einem Abbau durch Proteolyse. Das bedeutet, dass es beim Verdauen von pathologischem
Prionprotein nicht zur Zerkleinerung des Polypeptides PrP%¢ zu Oligopeptiden oder ein-
zelnen Aminosiuren kommt, da das PrP?"=30 nicht weiter proteolysiert wird. Das PrP¢
liegt vor und nach der Verdauung in Form von Assoziaten vor.
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Die Unterschiede der Strukturen von PrP*~3°+GPI (mit N-Terminus und GPI-Anker)
und verdautem PrP?"—3% bewirken eine verdnderte Affinitit zur Phasengrenzfliche, so
dass sich das Anreicherungsverhalten durch eine Proteolyse verdndert.

In erster Linie beruht die schlechtere Anreicherung des Prionproteins nach der Verdauung
jedoch eher auf der Verdringung des PrP%¢ von der Phasengrenzfliche durch die zahlrei-
chen kleinen Proteinfragmente und Aminoséuren, die durch die Proteolyse von Proteinen
des Hirnhomogenates in grofser Menge entstehen.

In Abbildung (Seite ist zu sehen, dass bei der Zerschdumung des unverdauten
Hirnhomogenates die PrP**-Konzentration schon im zweiten Spumat sehr stark ansteigt,
sobald die Zellfragmente abgeschdumt sind. Beim verdauten Hirnhomogenat hingegen
bleibt die Anreicherung sehr gering, weil vorrangig gegeniiber den verdauten PrP2?7—30-
Assoziaten die zahlreichen proteolysierten Teile der Matrixproteine angereichert werden.

11. Konzentration der Zielkomponente in der Vorlage

In Abbildung (Seite sind die Abbildungen [TV.11] bis [[V.14] (Seiten [85 bis
der Zerschdumung von Hirnhomogenat mit verschiedenen Ausgangskonzentrationen an
pathologischem Hirnhomogenat in einer Darstellung zusammengefasst. So kénnen die ge-
messenen absoluten Konzentrationen im Spumat und die Anreicherungen in Abhéngigkeit
von der Konzentration des Hirnhomogenates in der Vorlage bei den jeweils sukzessiv ge-
wonnenen Fraktionen verglichen werden.

Es zeigt sich eine deutliche Abhéngigkeit der erzielten Anreicherungsfaktoren von der
Konzentration des pathologischen Hirnhomogenates in der Vorlage. Auferdem spielt es
eine entscheidende Rolle, wie viele Spumatfraktionen aus einer Vorlage bereits entnommen
wurden. In beiden Fillen fiihrt eine geringere Konzentration des PrP°¢ in der jeweiligen
Vorlage zu einer hoheren 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-
schaumung von verschnittenem Hirnhomogenat. Das Verhiltnis von pathologischem PrP5°
zu storendem Begleitmaterial ist hier bei allen Verdiinnungsstufen gleich, denn eine Ver-
mischung mit BSE-negativem Hirnhomogenat unterbleibt. Dennoch fiihrt bei konstantem
entnommenem Spumatvolumen ein héherer Gehalt an Hirnhomogenat zu einer starkeren
Beeintrichtigung der Anreicherung des PrP*¢ in dem / den ersten Spumat(en), denn die
absolute Menge an Zellfragmenten ist bei hoherem Gehalt an Hirnhomogenat in der Vor-
lage grofser.

Der mafsgebliche Einfluss, der die Zunahme des Anreicherungsfaktors ER (Quotient aus
den Konzentrationen in Spumat und Vorlage) bedingt (Abbildung , Seite [108)), ist
die Abhingigkeit der erzielbaren Anreicherung des PrP®¢ von dessen Konzentration in
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»
e}
Anreicherungsfaktor

-40
11376 20
1/309
11161 0
1/97 I IV
Verdiinnung der I Il

Ausgangslésung Spumaﬁrakﬁon

Abbildung V.2.: Zerschdumung von pathologischem Hirnhomogenat. Fir die verschiedenen Ver-
dinnungen in der Ausgangslosung (1/97, 1/161, 1,/309 und 1/376) und die jeweils sukzessiv nach
30 min Schaumen entnommenen 2 bis 4 Spumatfraktionen (I, II, III und 1V) sind die Anreiche-
rungsfaktoren des pathologischen Prionproteins dargestellt. Bei der zweiten Spumatfraktion der
Verdiinnungsstufe 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 Mazximal erzielbare Anreicherung auf Seite .

der Vorlage. Wie vielfach in der Literatur beschrieben (z.B. [SCHNEPF 1959]), steigt die
Anreicherung eines Stoffes durch Zerschdumung, je geringer seine Konzentration in der
Vorlage ist. Denn bei konstantem Volumenstrom und konstanter Blasengréfie kann eine
bestimmte Menge an Molekiilen an die Phasengrenzfliche angelagert werden. Nimmt man
eine von der Konzentration in der Vorlage wenig abhéngige Menge der Substanz an, die
an die Phasengrenzfliche angelagert wird, so wichst der ER mit der Abnahme der Kon-
zentration in der Vorlage.

Die sehr hohen Anreicherungen von PrP®¢ konnen bei der Zerschiumung des pathologi-
schen Hirnhomogenates entweder dann erzielt werden, wenn sehr wenig Hirnhomogenat
zugegeben wird, oder in spiteren Spumaten, bei denen das PrP°¢ im Sumpf bereits sehr
stark abgereichert ist. In dieser Arbeit bestétigt sich, dass die Effizienz der Zerschiumung
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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. Grofte Volumina und
starke Verdiinnungen stellen kein Problem fiir diese Methode dar, sondern sind gerade
ihre Starke.

Die Aussage, dass eine Vorlage mit sehr niedriger Konzentration an PrP“¢ zu hohen An-
reicherungsfaktoren fiihrt, bezieht sich auf die Verdiinnung in einer wéssrigen Losung,
jedoch nicht auf die Verringerung der Konzentration an PrP*¢ durch die Vermischung mit
gesundem Hirnhomogenat oder anderen Matrices. Denn in diesem Fall beeintrachtigen die
Matrixbestandteile die verbesserte Anreicherung.

Beziiglich der Konzentration des pathologischen Prionproteins in der Vorlage lassen die
eben erlduterten Ergebnisse darauf schlieffen, dass die Zerschdumungsanalyse gut geeignet
ist, um PrP%¢ aus Korperfliissigkeiten anzureichern, in denen das pathologische Prionpro-
tein in minimalen Mengen vorliegt.

12. Maximal erzielbare Anreicherung

Abbildung zeigt deutlich den Anstieg der Anreicherung von einer Spumatfraktion zur
jeweils nachsten bei der sukzessiven Gewinnung von Spumaten aus einer Vorlage. Diese
klar ersichtliche Tendenz lasst den Schluss zu, dass noch wesentlich hohere Anreiche-
rungen erzielt werden kénnten, wenn noch weiter verdiinnte oder abgereicherte Vorlagen
zerschdumt 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 fiir die Analytik, die in dieser Arbeit nicht iiberwunden werden kann. Der
Anreicherungsfaktor von 140 (bei der 1/376 Verdiinnung, Abbildung[V.2] Seite wird
erzielt, wenn die Konzentration des PrP*¢ in der Vorlage bereits so gering ist, dass sich der
0O.D.-Wert der Vorlage unterhalb des in dieser Arbeit als linear herangezogenen Messbe-
reichs befindet. Fiir die Berechnung dieses ER wird hier der kleinste Wert dieses linearen
Bereichs verwendet. Die tatsichlich vorliegende Konzentration in der Vorlage ist jedoch
noch geringer, da das in der Arbeit als linearer Messbereich verwendete Intervall enger
gewahlt wurde als der lineare Bereich der Kalibrierkurve tatséchlich ist. Das bedeutet, die
reale Anreicherung liegt hoher.
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13. Anwendung der Zerschaumung zur
Probenaufarbeitung in der BSE-Diagnostik

Wie im Ergebnisteil beschrieben (Abbildung [[V.17] Seite [90]), kann nach einer Anreiche-
rung mittels Zerschiumungsanalyse das PrP%¢ empfindlicher detektiert werden, als das
bislang mit einem BSE-Test ohne vorhergehende Anreicherung moglich war. D.h. das
pathologische Prionprotein kann in einem Gehirn detektiert werden, das laut BSE-Test
aufgrund der niedrigen PrP°“-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
PrP*¢, einem sehr schwach infektiosen Rindergehirn entspricht. Das Mischungsverhéltnis
wurde so gewihlt, dass das verschnittene Gehirn laut Uberpriifung mit einem zugelasse-
nen BSE-Test als BSE-negativ einzustufen ist. Dieses (als BSE-negativ getestete) Gemisch
wurde zerschdumt. Die O.D.-Werte der gewonnenen Spumate sind in Abbildung
(Seite 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 frithen Stadium der Erkrankung und der Ausbreitung des patholo-
gischen Prionproteins im Gehirn geldnge nach negativem Test in die Nahrungsmittelkette
oder in Kosmetika. In diesem Fall konnte durch eine Voranreicherung mittels Zerschau-
mungsanalyse erkannt werden, dass sich infektitses PrP®¢ in seinem Organismus befindet.

14. Relevanz der entwickelten
Zerschaumungsmethode bei der Analyse
PrP°“-haltiger Korperfliissigkeiten und -gewebe

Nach den beschriebenen Leistungen der Zerschdumungsanalyse — Abtrennung von Zell-
fragmenten, Proteinseparation und Anreicherung des PrP%¢ — wird im Folgenden die Uber-
tragbarkeit der entwickelten Methode auf Gewebe oder Korperfliissigkeiten diskutiert, mit
denen eine ante mortem-Diagnostik, der Lebendtest fiir Prionkrankheiten, moglich sein
konnte.

Hirn- und Nervengewebe, lymphoretikulares Gewebe

Die Ausbreitung des PrP%¢ erfolgt iiberwiegend im zentralen Nervensystem sowie im lym-
phoretikuldren 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, fiir das es schon zuverlassige Methoden bzgl. eines TSE-Nachweises gibt, soll
hier nicht weiter beleuchtet werden.

Im Falle von peripherem Nervengewebe oder lymphoretikularen Geweben wire die Ent-
nahme einer relevanten Menge fiir einen Nachweis am lebenden Individuum problematisch.
Zudem handelt es sich bei beiden um zelluldres Kérpergewebe, das nach einer Homogeni-
sierung dhnliches Verhalten bei der Zerschdumung zeigen wiirde wie das Hirnhomogenat.
Es wire moglich, dass durch die Zerschdumung eine Anreicherung erzielt werden kann,
die einen Nachweis ermdoglicht, vergleichbar der Zerschdumung von verschnittenem Hirn-
homogenat.

Muskelgewebe

Bei einigen Spezies kann PrP° im Muskelgewebe nachgewiesen werden
[THOMZIG 2004]. Dieser Nachweis ist nur unter speziellen Bedingungen durchfiihrbar.
Eine Verallgemeinerung dieser Beobachtung auf beliebige Spezies scheint nicht zuléssig.
Zieht man eine Anreicherung des pathologischen Prionproteins aus Muskeln in Betracht,
so muss bedacht werden, dass die Menge des PrP%¢ im Muskelgewebe im Bezug auf die
Menge an Begleitmaterial derart gering ist, dass Matrixeffekte eine effektive Anreicherung
durch die Zerschdumung verhindern wiirden. Wie beschrieben, haben grofse Mengen an
partikuldren Zellbestandteilen einen negativen Effekt bei der Zerschdumung zur Anrei-
cherung des PrP%¢.

Weiterhin wire aufgrund der minimalen Spuren an PrP®¢ im Muskelgewebe die Entnahme
einer Gewebemenge notig, die am lebenden Probanden Schaden anrichten wiirde.

Urin

Im Urin von Mé&usen mit chronischer Nierenentziindung, die mit Scrapie infiziert wa-
ren, konnten pathologische Prionproteine nachgewiesen werden [SEEGER 2005|. Bei BSE-
infizierten Méusen ohne Nierenentziindung hingegen konnte entsprechendes nicht nach-
gewiesen werden. Es ist in einem Organismus jedoch nicht auszuschliefsen, dass auch bei
gesunden Individuen eine sehr geringe Menge an PrP¢ in den Urin gelangen kénnte. In
diesem Fall wére die Zerschdumung eine sehr effektive Methode zur Anreicherung, denn
es stehen grofe Volumina zur Verfiigung, in denen minimalste Konzentrationen an PrP¢
und wenig storende Begleitsubstanzen vorliegen. Sofern PrP%¢ auch regulir mit dem Urin
ausgeschieden wird, wére dies eine aussichtsreiche Anwendung der Zerschdumungsanalyse.

Milch

Bei einer an BSE erkrankten Kuh, die an Mastitis litt, konnte Prionprotein in der Milch
nachgewiesen werden [L1GIOS 2005]. Die Verfiigharkeit ist bei Milchkiihen &hnlich giinstig
wie die von Urin. Beziiglich der Zerschdaumung sind noch die Bestandteile der Milch zu
beriicksichtigen, die bei geringen Mengen an PrP°¢ die Anreicherung ungiinstig beeinflus-
sen wiirden.

111



Kapitel V. Diskussion 14. Relevanz der entwickelten Zerschaumungsmethode

Blut

Blut ist ein Medium, aus dem PrP®¢ angereichert werden konnte. Im Blutserum konnte
eine sehr geringe, in der Leukozytenmanschette eine wesentlich hohere Infektiositat nach-
gewiesen werden [BROWN 1999].

Fiir eine Anreicherung des PrP%¢ relevant wire eine Zerschaumung der Leukozytenman-
schette, die vorab homogenisiert werden miisste. Nach einer Verdiinnung, am besten mit
dem auch geringfiigig PrP®“haltigen Serum, konnte eine diagnostisch relevante Anrei-
cherung zu erzielen sein. Die vorliegenden Matrixbestandteile kénnten dhnlich wie beim
Hirnhomogenat separiert werden.

Auch die Zerschdumung von Serum alleine kénnte einen Erfolg bringen, sofern nennens-
werte Mengen an PrP®¢ darin vorliegen. Es sind darin keine partikuliren Bestandteile
enthalten, die die Anreicherung negativ beeinflussen wiirden. Eine sehr niedrige Konzen-
tration an PP stellt bei der Zerschiumung kein Problem dar.

Blut kann vom lebenden Individuum problemlos in relativ groffen Mengen entnommen
werden.

Cerebrospinalfliissigkeit

Cerebrospinalfliissigkeit (Liquor cerebrospinalis, kurz Liquor) ist neben dem Blut diejeni-
ge Korperfliissigkeit, auf die die Zerschdumung in dieser Arbeit ausgelegt war. In Liquor
erkrankter Individuen wurde Infektiositit nachgewiesen, PrP¢ 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 ungeféhrlich ist. Beziiglich
der Zusammensetzung wére Liquor fiir die Zerschdumung sehr giinstig. Er enthéalt 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 verfiigt {iber 120-200 mlL  Liquor cerebrospinalis
[ROCHE 2006]. Ohne Schéaden zu riskieren, kénnen 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 oberflachenaktiven Agens zu schdumen. Ein
Zusatz von SDS als Schaumungsmittel fithrt zu einem guten Schaumverhalten.

Im Hinblick auf die Zusammensetzung und das Schaumverhalten nach Zugabe von SDS
ghneln sich Liquor cerebrospinalis und das mit PBS verdiinnte Hirnhomogenat. Somit
sollte es moglich sein, ohne Beeintriachtigung durch Matrixbestandteile oder -effekte, ei-
ne Anreicherung von PrP%¢ aus Spinalfliissigkeit zu erzielen. Eine Einschrinkung besteht
moglicherweise in der verfiigharen Menge an Liquor, die bei dem vermuteten minimalen
PrP%¢-Gehalt nétig wiire.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde pathologisches Prionprotein (PrP%¢), Erre-
ger der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien, durch Anwendung der Zerschau-
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 zuverlédssige Diagno-
se dieser Erkrankungen ist bislang nur post mortem moglich, da fiir den immunologischen
Nachweis des Erregers ein Teil des Stammhirns benotigt wird. Hinsichtlich Prévention
und Therapie ist eine Erkennung von Prionkrankheiten ante mortem Voraussetzung.
Fiir einen Lebendtest muss die Diagnose somit anhand anderer Korperorgane oder
-fliissigkeiten als dem Stammhirn durchgefiihrt werden. Versucht man, die Erkrankung
anhand des Erregerproteins direkt zu diagnostizieren, so sind Korperfliissigkeiten wie Blut
oder Cerebrospinalfliissigkeit prinzipiell relevante Medien. Sie konnen vom lebenden Indi-
viduum entnommen werden und enthalten das pathologische Prionprotein in minimalen
Mengen. Diese sind jedoch fiir 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 hochverdiinnten Losungen, ist die Zerschaumungsanalyse. Die Anreicherung
erfolgt bei dieser Methode aufgrund des hydrophoben Charakters von Substanzen. Daher
sollte die Zerschaumung fiir die Anreicherung von pathologischem Prionprotein geeignet
sein, denn dieses ist stark hydrophob und liegt in den o.g. Korperfliissigkeiten in sehr
geringen Konzentrationen vor.

Als Modelllgsung fiir die Zerschiumung diente Stammhirnhomogenat BSE-erkrankter
Rinder in phoshatgepufferter Kochsalzlosung.

Um die Zerschdumung addquat durchfithren zu kénnen, wurde zunéchst eine Zerschéu-
mungsapparatur konstruiert, die ein steriles Arbeiten mit infektiosem Material ermog-
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lichte. Anhand zahlreicher Zerschdumungsversuche wurden geeignete Hilfsmittel, Vorge-
hensweisen und Prozessparameter ermittelt. So wurden aus einer Vorlage jeweils sukzessiv
mehrere Spumatfraktionen bei stationédrer Zerschaumung gewonnen. Beziiglich der Pro-
zessparameter wurden die Geometrie der Apparatur, das Vorlagevolumen, die Porositét
der Fritte, der Volumenstrom des Stickstoffes zur Erzeugung der Blasen und die Zerschéu-
mungsdauer optimiert, um das PrP®¢ maximal anreichern zu koénnen. Als Hilfsmittel zur
Schaumbildung lieferte SDS (Natriumdodecylsulfat) in méglichst geringer Konzentration
die besten Resultate. Der Nutzen einer Behandlungen des Hirnhomogenates durch Pro-
teolyse, Ultraschall oder Zentrifugation vor der Zerschdumung wurde ebenfalls iiberpriift,
was sich jedoch als nicht hilfreich erwies.

Der Prionengehalt in den Proben wurde mittels ELISA quantifiziert.

Die Matrixbestandteile des Hirnhomogenates beeinflussten mafsgeblich den Ablauf und
das Resultat der Zerschdumung. In erster Linie ibten partikuldre Zellbestandteile des ho-
mogenisierten Stammbhirngewebes einen Einfluss auf die Anreicherung aus. Diese wurden
vorrangig gegeniiber dem PrP% und anderen Proteinen in den Schaum transferiert. Je
hoher der Anteil dieser suspendierten Bestandteile war, desto stérker verzogerte sich die
Anreicherung des PrP¢.

Die léslichen Proteine des Hirnhomogenates beeintrichtigten die Anreicherung des PrP5e
nicht, unterlagen jedoch selbst einer Separation. Die kleineren Proteine wurden eher im
Schaum angereichert als grofsere.

Unterzog man das pathologische Hirnhomogenat vor der Zerschaumung einer Proteolyse,
so bewirkten die daraus resultierenden Produkte eine Verzogerung der Anreicherung des
PrP9¢, das weitgehend resistent gegen proteolytischen Abbau ist.

Ein anschauliches Beispiel fiir die Leistungsfahigkeit der Zerschaumung ist die Anwendung
auf die Analyse von PrP*-haltigem Hirnhomogenat. Sehr schwach infektises Rinderhirn,
das laut Routinediagnostik BSE-negativ getestet wurde, konnte nach der Anwendung der
Zerschdumungsanalyse als BSE-positiv erkannt werden.

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

Die Anreicherung des infektiosen PrP“¢ auf das mindestens 140-fache der Ausgangskon-
zentration belegt das hohe Potential dieser Methode.

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

1. Fotografie der Zerschaumungsapparatur fiir
pathologisches Hirnhomogenat

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

Tabelle A.1.: Messwerte zu Abbildung : Zerschdumung von rekombinantem Prionprotein
aus verdinnter Magermilch mit BSA, SDS und Tween 20.

’ Vorlage \ Probe \ 0.D. ‘
MMG, PrP® mit BSA (2 g/L) BSA Vorlage | 0,151
BSA Spumat 0,150
MMG, PrP® mit SDS (16 mg/L) SDS Vorlage 0,157

SDS Spumat 0,250
MMG, PrP¢ 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: Zerschiumung von rekombinantem Prionprotein
aus verdinnter Magermilch mit verschiedenen SDS-Konzentrationen.

’ Probe ‘ 0.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 : Zentrifugation von pathologischem Hirnhomogenat.

’ Probe \ O.D. ‘
Vorlage 0,244
Pellet I 0,565
Uberstand I | 0,205
Pellet 11 0,34
Uberstand 1T | 0,198
Pellet 111 0,39
Uberstand III | 0,136
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Tabelle A.4.: Messwerte zu Abbildung .' Einfluss von SDS und Ultraschall auf den Nachweis
von PrP%¢ in verdautem Hirnhomogenat.

’ Probe ‘ 0.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 PrP%¢ in nativem Hirnhomogenat.

’ Probe \ 0.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; Zerschiumung von rekombinantem Prionprotein
in PBS mit SDS.

’ Schdumungsdauer \ 0.D. ‘

0 min 0,133
15 min 0,088
60 min 0,076
90 min 0,080

Tabelle A.7.: Messwerte zu Abbildung : Zerschaumung von verdautem Hirnhomogenat.

’ Probe ‘ 0.D. ‘
Kalibrierung Hirnhomogenat verdaut 1/20 | 0,148
Vorlage verdaut 1/100 0,048
Spumat verdaut I 0,059
Sumpf verdaut II 0,034
Spumat verdaut II 0,057
Sumpf verdaut 111 0,033
Spumat verdaut 111 0,058
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Tabelle A.8.: Messwerte zu Abbildung (IV.10: Zerschidumung von nativem Hirnhomogenat.

’ Probe \ 0.D. ‘
Kalibrierung nativ 1/20 | 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 I1I 0,367

Tabelle A.9.: Messwerte zu Abbildung|IV.11: Zerschdumung von pathologischem Hirnhomoge-

nat; Verdinnung 1/97.

| Probe | Untersuchungsvolumen [uL] | O.D. |
Kalibrierung 1/6 60 0,947
Vorlage 1/97 250 0,336
Spumat I 68 0,815
Sumpf 11 900 0,098
Spumat II 95 0,776
Sumpf I11 2700 0,100
Spumat III 100 0,562

Tabelle A.10.: Messwerte zu Abbildung |IV.12: Zerschiumung von pathologischem Hirnhomo-

genat; Verdinnung 1/161.

| Probe | Untersuchungsvolumen [pL] | O.D. |
Kalibrierung 1/10 100 0,294
Vorlage 1/161 500 0,214
Spumat [ 100 0,296
Sumpf 1T 1400 0,085
Spumat II 90 0,330
Sumpf 111 2700 0,044
Spumat III 90 0,393
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Tabelle A.11.: Messwerte zu Abbildung |IV.13: Zerschiumung von pathologischem Hirnhomo-
genat; Verdinnung 1/3009.

| Probe | Untersuchungsvolumen [pL] | 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 11 5400 0,074
Spumat I1T 1 95 0,444

Tabelle A.12.: Messwerte zu Abbildung [IV.14]: Zerschaumung von pathologischem Hirnhomo-
genat; Verdinnung 1/376.

| Probe | Untersuchungsvolumen [uL] | 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 [ 100 0,102
Sumpf 11 1200 0,033
Spumat II 100 0,171

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

’ Anteil des pathologischen Gehirns \ Anreicherungsfaktor ‘

1/4 2,1
1/2 19
3/4 3,7
1/1 18,8
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Tabelle A.14.: Messwerte zu Abbildung [IV.16: Zerschiumung eines negativ getesteten
Hirnhomogenat- Verschnittes.

’ Probe \ 0.D. ‘
Hirnhomogenat Verschnitt | 0,173
Vorlage 0,067
Spumat I 0,126
Spumat II 0,153
Spumat 11T 0,222
Spumat IV 0,235
Spumat V 0,211

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

’ Probe \ 0.D. ‘

Vorlage 0,038
Spumat I 0,114
Spumat II 0,116
Spumat IIT | 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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