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1 Einleitung

1.1 Prionkrankheiten

1.1.1 Transmissible spongiforme Enzephalopathien bei Tieren und Menschen
Die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSE) bilden eine Gruppe neuro-

degenerativer Erkrankungen, die Menschen wie Tiere betreffen. Diese Erkrankungen kdnnen als
sporadische, vererbte oder iatrogene Krankheiten auftreten. Die humanen TSE schlieBen Kuru
(53); das Gerstmann—Striussler—Scheinker-Syndrom (GSS) (54); die todliche familidre Schlaflo-
sigkeit (FFI) (96) und die Creutzfeldt-Jakob Erkrankung (CJD) (42) ein, welche die bedeutends-
te Prionerkrankung bei Menschen ist. Eine Ubersicht der bisher beschriebenen TSE zeigt Tabelle
1. Alle diese Krankheiten stellen eine Gruppe von schnell progredienten Erkrankungen dar, de-
ren Krankheitsverlauf mit zentralnervosen Storungen wie Ataxie und progressiver Demenz ein-
hergeht und die immer zum Tode fiihren. Gehirne von an TSE erkrankten Lebewesen weisen
histopathologisch folgende Trias auf: Verlust von Nervenzellen, schwammartige (spongiose)
Auflockerungen des Neuropils und Astrogliose. Dariiber hinaus fehlt eine Entziindungsreaktion.

Ablagerungen von Amyloid-Plaques konnen auftreten.

Erst
TSE beschrieben | V"
Creutzfeldt—Jakob Erkrankung (CJD) 1920 Creutzfeldt (42)
Sporadische Creutzfeldt—Jakob Erkrankung (sCJD) 1921 Jakob (74)
Familidre Creutzfeldt—Jakob Erkrankung (fCJD) 1924 Kirschbaum (78)
Gerstmann—Straussler—Scheinker Syndrom (GSS) 1928 Gerstmann (54)
Kuru 1957 Gajdusek and Zigas (53)
latrogene Creutzfeldt—Jakob Erkrankung (iCJD) 1974 Dufty (48)
Todliche familidre Schlaflosigkeit (FFI) 1986 Lugaresi (96)
Neue Variante der Creutzfeldt—Jakob Erkrankung 1996 Will (163)
(vCJD)
Sporadische familidre Schlaflosigkeit (sFI) 1999 Mastrianni (100)

Tabelle 1. Humane TSE (nach 159, mit Modifikationen).

Die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien wurden auch bei verschiedenen Sdugetieren
beschrieben. Dies sind im Einzelnen: Scrapie in Schafen und Ziegen (101) die feline spongifor-
me Enzephalopathie (FSE) in Katzen (168), die transmissible Mink-Enzephalopathie bei Nerzen
(TME) (25), die “chronic wasting disease* bei wilden Wiederkduer (CWD) (164), die Bovine
Spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Rindern (162) und Enzephalopathien bei einer Reihe

von Zootieren (z.B. exotic ungulate encephalopathy, EUE- Enzephalopathie bei exotischen Huf-




tieren) (75, 77). Ein charakteristisches Kennzeichen all dieser Erkrankungen ist die Akkumulati-
on einer abnormalen, teilweise Proteinase-resistenten Isoform des zelluldren Prion Proteins
(PrP%), welches ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes Membranprotein darstellt
(153). Das PrP-Gen ist unter den Saugetieren stark konserviert (140) und wird in mehreren Ge-
weben mit besonders hohem Spiegel im Gehirn exprimiert (84, 108). Die Umwandlung des eige-
nen PrPC in die abnormale, krankheitsinduzierende Isoform (PrP%°) erzeugt konformationelle
Anderungen, die eine wichtige Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankungen spielen (128).

Zur Natur des Krankheitserregers wurden in der Vergangenheit verschiedene Hypothesen aufge-

stellt, die in Kapitel 1.2 ndher beschrieben werden.

1.1.2 BSE und die neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
Erste Verdachtsfille von BSE wurden bereits 1985 von Wells et al. berichtet und 1986 histo-

pathologisch bestitigt (162). Seitdem ist die Zahl der in Europa dokumentierten BSE-Fille bis
Mirz 2005 auf ca. 185.000 angestiegen, wobei fast 99 % der Erkrankungen in GrofBbritannien
auftraten. Epidemiologische Daten lassen annehmen, dass das Auftreten der Rinderseuche auf
die Verfiitterung von kontaminiertem Tiermehl aus infektiésen Rinderkadavern bzw. Schlachtab-
féllen von Schafen zuriickzufiihren ist. Seit 1988 ist es in England daher verboten, Tiermehle an
Wiederkauer zu verfiittern und seit 1996 besteht dieses Verbot fiir simtliche Nutztiere. Seit 1993
nimmt die Zahl der Neuinfektionen in England stark ab. Da die Inkubationszeit bei 4 bis 5 Jahren
liegt, kann auch zukiinftig von sinkenden Fallzahlen ausgegangen werden.

Im Mai 1990 wurde in GrofBbritannien ein systematisches Uberwachungsprogramm fiir CJD-
Fille eingerichtet (National vCJD Surveillance Unit), um mogliche Auswirkungen der BSE-
Epidemie auf den Menschen zu erfassen.

Im Mirz 1996, ungefdahr 10 Jahre nach Ausbruch der Rinderseuche, wurde erstmals eine neue
Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD) bei 10 erkrankten Briten und einem Patienten
in Frankreich beschrieben (34, 163). Der Verdacht, dass vCJD auf den Verzehr von BSE-
infizierten Rinderschlachtprodukten zuriickzufiihren ist, wurde experimentell durch die Ubertra-
gung von BSE auf Makaken erhértet (89). Einen weiteren Hinweis bot das vergleichbare Glyko-
sylierungsmuster der pathogenen Form des Prionproteins bei CJD und vCJID (40). Seitdem ver-
schiedene TSE-Stimme wie BSE, vCJD und die klassische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit auf
Mausstimme bzw. transgene Maduse iibertragen und die stammspezifischen Inkubationszeiten
und histopathologischen Befunde verglichen wurden, gilt es als sehr wahrscheinlich, dass BSE

und vCJD durch denselben Erreger verursacht werden (23, 71, 143).



1.1.3 Ubertragung von vCJD durch Blut

Die Méglichkeit der Ubertragung von vCJD durch Bluttransfusion wurde anhand von vier Fillen
in England demonstriert. Diese wurden in Rahmen des o0.g. Uberwachungsprogrammes identifi-
ziert.
Ein 62-Jahre alter Patient, bekam 1996 intraoperativ fiinf Erythrozytenkonzentrate. Eines dieser
nicht leukozytendepletierten Konzentrate stammte von einem 24-Jahre alten Spender, der zur
Zeit der Spende als gesund eingestuft wurde. Im Jahr 2000 verstarb der Spender an bestitigtem
vCJD. Der Rezipient entwickelte 6,5 Jahre nach der Transfusion vCJD-Symptome und verstarb
16 Monate spiter an vCID. Die Diagnose wurde post mortem bestitigt (95). Die Ubertragung
durch die Transfusion konnte nicht bewiesen werden, war jedoch sehr wahrscheinlich, wenn man
die niedrige statistische Koinzidenzwahrscheinlichkeit fiir eine Infektion iiber die Nahrungskette
betrachtet (1:15 000 — 1:30 000).
Der zweite Fall war ein dlterer Patient, der ein nicht leukozytendepletiertes Erythrozytenkon-
zentrat bekam. Dieses Erythrozytenkonzentrat wurde von einem Spender gewonnen, der 18 Mo-
nate spater vCJD-Symptome entwickelte und an bestitigtem vCJD im Jahr 2001 verstarb. Der
Empfénger verstarb fiinf Jahre nach dieser Transfusion aufgrund eines rupturierten Aortenaneu-
rysma ohne klinische Zeichen neuro-psychiatrischer Stérungen. Aufgrund der bekannten vCJD-
Erkrankung des EK-Spenders wurde post mortem eine histopathologische Untersuchung durch-
gefiihrt, in deren Ergebnis das vCID-Agens in Milz und Halslymphknotten nachgewiesen wurde.
Eine Beteiligung des ZNS wurde nicht diagnostiziert. Bemerkenswert ist des Weiteren, dass, im
Gegenteil zu allen frither diagnostizierten vCJD-Patienten, dieser Patient heterozygot (M/V) im
Codon 129 (123) war.
Der dritte Fall wurde 2006 ebenfalls aus England berichtet. Der Patient entwickelte vCJD-
Symptome 7 Jahre und 10 Monate nach der Transfusion eines nicht leukozytendepletierten EK.
Der Spender zeigte klinische vCID-Symptome bereits 21 Monate nach der Spende (69, 167).
Im Januar 2007 wurde noch ein Verdachtsfall an transfusionsassoziierter vCJD (66) berichtet.
Ein Patient entwickelte vCJD-Symptome 8,5 Jahre nach einer EK-Transfusion. Der Spender des
EK zeigte hier klinische vCJD-Symptome 17 Monate nach dieser Spende.
Die berichteten Fille fiihrten zur Schlussfolgerung, dass die Ubertragung des vCID-Erregers
durch zelluldre Blutprodukte moglich ist. Im deutschen Blutspendewesen wurde daraufhin eine
Reihe von Sicherheitsmaflnahmen getroffen. Dies sind unter anderem Spenderausschluss von
Personen mit dem Risiko der Ubertragung spongiformer Enzephalopathien (131), d.h.:

— nach Behandlung mit aus menschlichen Hypophysen gewonnenen Hormonen,

— nach Erhalt von Dura-mater- bzw. Korneatransplantaten,



— bei nachgewiesener oder einem Verdacht auf TSE (Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, Varian-
te der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit oder andere TSE),

— wegen eines familidren Risikos, eine TSE zu entwickeln (bekannte Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit oder eine andere TSE bei einem oder mehreren Blutsverwandten),

— nach einem Aufenthalt im Vereinigten Konigreich GroBbritannien und Nordirland von
insgesamt mehr als 6 Monaten in den Jahren 1980-1996,

— nach einer Operation und/oder Transfusionen (Blutkomponenten) im Vereinigten Konig-

reich GroB3britannien und Nordirland nach dem 01.01.1980.

1.2 Erreger der Prionkrankheiten

Zur Natur des Krankheitserregers wurden in der Vergangenheit verschiedene Hypothesen aufge-
stellt. Lange Zeit wurde angenommen, dass es sich bei den spongiformen Enzephalopathien um
"slow virus diseases" handeln wiirde. Doch trotz intensiver Suche konnte keine pathogene Nuk-
leinsdure gefunden werden. Der Erreger erwies sich als ungewdhnlich resistent gegen UV- und
ionisierende Strahlung, hohe Temperaturen und Chemikalien, so dass schon in den sechziger
Jahren andere Erregerformen angenommen wurden (2).

Prusiner fiihrte 1982 die Bezeichnung "Prion" als Abkiirzung fiir "proteinaceous infectious par-
ticle" ein, um das infektiose Agens von herkdmmlichen Krankheitserregern wie Bakterien und
Viren zu unterscheiden (128). Die von ihm aufgestellte Prionhypothese postuliert, dass dieses
Prion lediglich aus Proteinen besteht. Nach dieser Hypothese setzt das Prion seine Replikation
selbst ohne Vorhandensein von Nukleinsduren fort, indem es als pathologische infektidse Iso-
form eines physiologischen Proteins mit letzterem interagiert. Diese Interaktion soll zur
posttranslationalen Umfaltung des physiologischen Prion Proteins PrP® in die pathologische
Form PrP* fithren und damit letztlich zu deren Akkumulation.

In mit Natrium-Dodecylsulfat (SDS) versetzten Hirnhomogenisaten von Scrapie-infizierten Tie-
ren lieBen sich elektronenmikroskopisch makromolekulare Strukturen nachweisen, die als Scra-
pieassoziierte Fibrillen (SAF) oder "prion-rods" bezeichnet wurden (104). Untersuchungen die-
ser infektiosen Ablagerungen fiihrten zur Entdeckung eines Protease-resistenten Proteins von 27
bis 30 kDa, das als PrP™ oder PrP*">" bezeichnet wurde (12). Antikorper gegen PrP*’>° erwie-
sen sich auch als immunreaktiv gegen Amyloid-Plaques in Hirnen von CJD-Patienten und Scra-
pie-infizierten Tieren (9, 79).

Auf der Suche nach einer fiir PrP*’** kodierenden Nukleinsdure stieB man iiberraschenderweise
auf PrP-spezifische mRNA in Scrapie-infizierten und —nicht-infizierten Tieren (35, 113), die je-

doch nicht in den aufgereinigten Scrapie-Erregerpriparationen nachweisbar war. Oesch et al.



konnten 1985 zeigen, dass das Prionprotein von einem in einzelner Kopie vorliegenden zelluli-
ren Gen kodiert wird (113). Das Produkt dieses Gens ist ein als zelluldres Prionprotein (PrP%)
bezeichnetes Protein von 33-35 kDa, das entweder nicht glykosyliert, mono- oder diglykosyliert
vorliegt (13, 64). Es stellte sich heraus, dass PrP?’>° den Protease-resistenten Kern des pathoge-
nen Prionproteins (PrP%) darstellt, welches die gleiche Primirstruktur wie PrP¢ aufweist (6). Da
der offene Leserahmen bisher bekannter Prionproteingene auf einem Exon liegt, kann die Ent-
stehung von PrP® und PrP*® durch alternatives Prozessieren der mRNA ("Splicing") somit ausge-

schlossen werden (6).

1.2.1 Zellulares physiologisches Prionprotein (PrP)
PrP€ ist ein normales Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes Membranprotein (153). Es

ist stark konserviert unter den Sadugetieren (140) und wird in mehreren Spezies (wahrscheinlich
in allen Wirbeltieren) (55, 65, 165) und Geweben, mit besonders hohem Spiegel im Gehirn,
exprimiert (84, 108). PrP mRNA wird konstitutiv in den Gehirnen von erwachsenen Tieren
exprimiert, mit hochstem Spiegel in den Neuronen (84). Es wurden auch groflere Konzentratio-
nen an PrP® im Herz (20), in der Skeletmuskulatur (15, 19), im Lymphgewebe und in Leukozy-
ten (93, 116), im Darmgewebe (107) und in Uterus und Testes (155) nachgewiesen. Das humane
PrP-Gen (Prpn-p) wurde 1986 auf der 20p12-pter entschliisselt (92, 133, 150). Die rdumliche
Struktur des Maus-PrP¢ wurde zuerst durch Nuklearmagnetresonanz-Studien bestimmt (132).
Seitdem wurden NMR-Messungen am rekombinanten PrP® aus verschiedenen Spezies durchge-
fiihrt und globale Strukturihnlichkeiten festgestellt. Das PrP€ hat eine flexible, unstrukturierte N-
terminale Region und eine gut strukturierte C-terminale Globulardomidne mit drei a-helikalen
Strukturen und zwei antiparallelen B-Faltblattstrukturen (132). Die N-terminale Region enthilt
ein Segment von mehreren ,,octapeptide-repeat” Regionen, die vorzugsweise Kupfer-lonen bin-
den (73). (Abbildung 1.). Durch Infrarot-Spektroskopie und ,.circular dichroism* wurde de-
monstriert, dass die sekundire Struktur von PrP® hauptsédchlich aus a-helikalen Strukturen (42%)

besteht, wohingegen PrP*° hauptsichlich aus p-Faltblattstrukturen besteht (36).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der PrP®-Struktur.

B: B-Faltblattstrukturen; H1-H3: a-Helices. Es sind die Octapeptide (blau) und deren Aminoséuresequenz darge-
stellt, sowie die beiden Positionen zum N-Glykosylieren (N181 und N197) und die Disulfidbriicke (C179-C124).
Das Protein ist durch Glycosylphosphatidylinositol an der Zellmembran verankert (,,GPI-anchor).

Wihrend das PrP€ in Hamster und Maus als ein Prikursor von 254 Aminosduren synthetisiert
wird, kodiert das humane Prpn-p ein Prionprotein von 253 Aminosduren. Das N-terminale Sig-
nalpeptid von 22 Aminosduren wird im endoplasmatischen Retikulum abgespalten (72) und der
C-terminale Rest von 23 Aminosduren wird nach der GPI-Bindung bei Serin231 entfernt (152).
Verschiedene Studien mit Zellkulturen haben offen gelegt, dass PrP¢ normalerweise zwischen
der Zelloberfliche und einem endozytosem Kompartiment mit einer Ubergangszeit von etwa 60
Minuten zirkuliert. Es wurde auch klar, dass mehr als 95 % des internalisierten Proteins zuriick
an die Zelloberflache transportiert wird (146).
Die Funktion von PrP® ist noch nicht endgiiltig geklért. Zum Teil widerspriichliche Arbeiten er-
schweren es, die Funktion von PrP® zu beschreiben. Die moglichen Funktionen von PrP* sind:

neuroprotektive Funktion durch antiapoptotische Aktivitit (16, 47),

funktionale Rolle im Kupfermetabolismus aufgrund seiner Kupferbindungskapazitit (18),

Beteiligung an der Signaliibertragung (82, 109),

Beteiligung an der Geddchtnisformierung (39) sowie

Neurogenesis (57).
Transgene Maiuse, deren Prionproteingen (Prnp) inaktiviert wurde, zeigten eine normale Ent-
wicklung ohne gravierende Verhaltensstorungen oder anatomische Auffalligkeiten (24, 99). Ei-
nige Autoren beschrieben allerdings phénotypische Auffilligkeiten bei diesen so genannten
"Knockout"-Mausen (PrnpO/O- Maiusen). Collinge et al. fanden elektrophysiologische Verdnde-
rungen (41), die jedoch in anderen Arbeiten nicht bestétigt werden konnten (67, 94). Neuere Ar-
beiten deuten darauf hin, dass PrnpO/ _M3use eine Verringerung der Calcium-aktivierten Kalium-
strome zeigen und damit einen verdnderten intrazelluldren Calciumhaushalt aufweisen (68). Des
Weiteren wird dem PrP¢ auch eine gewisse Rolle in der Lymphozytenaktivierung (27) und eine

protektive Wirkung bei oxidativem Stress (160) zugeschrieben.
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1.2.2 Die pathogene Form des Prionproteins (PrP*) und deren Replikati-
onsmechanismus
In an TSE-erkrankten Individuen wird die zellulire physiologische Isoform des PrP (PrP®) in die

pathogene Isoform (PrP°) umgewandelt. PrP*° zeigt eine hohe Resistenz gegeniiber Radiation
und Nukleasen (2), die vor allem durch den hohen Anteil an B-Faltblattstrukturen und der damit
verbundenen verminderten Loslichkeit und hohen Protease-Resistenz (37) zu erklédren ist. Die
Verdauung des PrP*® mit Proteinase K ergibt ein 27-30 kDa Fragment (ca. 141 Aminoséduren),
bezeichnet als PrP™ oder PrP*’>° (11). Die Behandlung von physiologischem PrP® mit der glei-
chen unspezifischen Protease fiihrt hingegen zur vollstindigen Proteolyse. Dieses unterschiedli-
che Verhalten ist im Rahmen des PrP*-Nachweises von sehr groBer Bedeutung.

PrP?"> ist ungewdhnlich stabil bei hohen Temperaturen und kann nur durch Proteindenaturati-
on (z.B. mit 1 M NaOH), welche die Struktur des PrP*">" angreift und teilweise zerstort, inakti-
viert werden (127). Nach einer Behandlung mit Detergenzien und Protease, wurde beobachtet,
dass PrP*"" in scrapieassoziierte Fibrillen (SAF) oder "prion-rods" polymerisiert. Diese Fibril-
len sind in wéssrigen und organischen Losungsmitteln sowie in nichtionischen Detergenzien
nicht 16slich. Im Gegenteil, PrP* (die infektiose Isoform des PrP“-Molekiils mit voller Linge)
neigt eher zur Aggregation (101) (Tabelle 2.).

PrP€ und PrP* stimmen in der Primérstruktur iiberein und weisen keine unterschiedlichen kova-
lenten Bindungen auf (151). Untersuchungen wie die Fourier-Transformationsspektroskopie er-
gaben, dass PrP® und PrP*° lediglich in ihrer Konformation differieren. Dabei besteht die Struk-
tur von PrP€ zu etwa 42 % aus a-helikalen Anteilen und wenigen B-Faltblattstrukturen (ca. 3 %),
wihrend dagegen PrP mit etwa 45 % einen hohen Anteil von B -Faltblattstrukturen aufweist (
Tabelle 2.) (117).

Das Zellkompartiment, in dem die Umfaltung von PrP® zu PrP** stattfindet, wird kontrovers dis-
kutiert. Es gibt Hinweise, dass sie entweder in einem spiten endosomalen Kompartiment oder in
den Lysosomen abléduft (3, 90, 156). Andere Arbeiten deuten auf eine Umfaltung an der Zell-
oberfldche oder entlang des Weges von der Zellmembran zu den Lysosomen hin (14, 30, 31).
Das neu gebildete PrP* akkumuliert in den Endosomen oder sekundiren Lysosomen und zeigt,
sofern liberhaupt nachweisbar, nur einen sehr langsamen Katabolismus (29).

Zwei Modelle zur Replikation von PrP*® werden diskutiert. Beide Modelle wurden in einer kine-
tischen Analyse anhand biophysikalischer Kriterien als gleich wahrscheinlich angesehen (49):

— Das "refolding" (oder auch ,,catalytic*)-Modell nach Prusiner beruht auf der Annahme, dass

PrP€ unter dem Einfluss von PrP* zunichst entfaltet und dann neu zu PrP* gefaltet wird.
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Die fiir diesen Umfaltungsprozess bendtigte Aktivierungsenergie wird dabei durch die Kata-
lyse von PrP*¢ bereitgestellt (128).

— Das "nucleation"- oder "seeding"-Modell nach Lansbury (86) nimmt an, dass sich PrP® in
einem Gleichgewichtszustand mit PrP* bzw. einem PrP*-Vorliufer befindet, wobei das
Gleichgewicht mehr auf der Seite des stabileren PrP® liegt. Wenn ein PrP*°-Aggregat
("seed") vorliegt, verschiebt sich das Gleichgewicht zunehmend zugunsten von PrP%, das
dann stabilisiert wird und sich an das PrP*°-Aggregat anlagert. Das Aggregat erfihrt dadurch
eine fortlaufende Polymerisierung. Die initiale Aggregatbildung wird als kinetisch kontrol-
lierter, extrem langsam ablaufender Prozess angesehen. Nach der Entstehung des Aggregats
kommt es allerdings zur schnellen Addition von PrP® und Vervielfiltigung des pathogenen
Agens (86).

SchlieBlich sei auf die Arbeiten von Legname et al. aus dem Jahr 2004 hingewiesen (91). Sie

konnten zeigen, dass das rekombinante Maus-PrP¢ (Aminosduresequenz 89-230) in vitro in eine

infektiose Isoform umgewandelt werden kann. Diese Isoform ist dann in der Lage, einen Pri-
onkrankheitdhnlichen Phénotyp zuerst in transgenen Mausen und in der zweiten Passage auch in

Wild-Typ-Méusen auszuldsen.

Einen zusammenfassenden Vergleich der biochemischen Charakterisitika von PrP¢, PrP* und

PrP>" zeigt Tabelle 2.

PrP Isoform Prp° Prps prp?’-%0
Infektiositat nicht infektios infektios infektios
Protease-Resistenz sensitiv teilweise resistent resistent
Loslichkeitsverhalten | 10slich nicht 16slich nicht 16slich
Monomer/ Scrapieassoziierte
Aggregationsstatus Dimer/Oligomer Aggregate 'lj"lb.rlllen (%AF) oder
prion-rods
. a-helices (42%), a-helices (30 %), a-helices (21 %),
Sekunddre Struktur | p 4 ots (3 %) p-sheets (43 %) f-sheets (54 %)

Tabelle 2. Vergleich der biochemischen Charakteristika von PrP®, PrP* und PrP** (nach 159, mit Modifi-
kationen).

12




1.3 Diagnostik von TSE und Bedeutung ftir die Blutspende
Angesichts der BSE-Epidemie und der Mdglichkeit der Ubertragung von vCJD durch Bluttrans-

fusionen ist die Frage des Nachweises von vCJID bzw. allgemeinen TSE-Risiken in préiklinischen
Stadien von enormer Bedeutung.

Die klinische Diagnose von vCJD kann an symptomatischen Individuen durch den PrP*-
Nachweis in den Tonsillen erfolgen (70, 71). Eine sichere Bestédtigung der vCJD durch den histo-
logischen Nachweis von Amyloid-Plaques bzw. durch die Detektion von PrP*° in Hirngewebe ist
jedoch nur nach Hirnbiopsie mittels Western Blot oder eine post mortem-Autopsie mdglich und
somit als diagnostisches Mittel fiir die Blutspende nicht relevant.

Wihrend klinisch bzw. histologisch gesicherte vCJD-Erkrankung zum Ausschluss des betroffe-
nen Spenders von der Blutspende fiihrt, stellen asymptomatische, aber infizierte Spender grof3es
Problem der Sicherheit von Blutprodukten dar (144). Daher hat die Entwicklung von sensitiven
Screening-Tests hochste Prioritdt. Das Hauptziel eines solchen Tests ist es, so frith wie moglich,
d.h. noch vor Ausbruch der klinischen Symptome, eine Infektion nachzuweisen. Die Entwick-
lung eines Routine-Bluttests zur Diagnose von vCID ist sehr schwierig, da eine Reihe von Prob-
lemen zu l6sen sind.

Einerseits ist die Konzentration des infektidsen Agens im Blut wahrscheinlich viel niedriger als
im ZNS. Die Konzentration von PrP*° im peripheren Blut wird im fg/ml- bis unteren pg/ml-
Bereich geschitzt (21, 22). Da bei einer Bluttransfusion das transfundierte Volumen iiber 250 ml
betriigt, kann eine Ubertragung schon mit sehr niedrigen Konzentrationen des infektidsen Agens
stattfinden. Daher miissen mogliche Bluttests iiber eine exzellente analytische Sensitivitét verfii-
gen.

Andererseits ist wenig tiber die Verteilung und Form (Monomere oder Oligomere bzw. Polymere
oder Aggregate) des PrP* im Blut bekannt. Mehrere Studien deuten darauf hin, dass der Haupt-
teil des infektidsen Agens in der Leukozytenfraktion kumuliert, aber auch das Plasma infektiose
Prionen enthilt (21, 22). Aus diagnostischer Sicht problematisch ist der Umstand das auch die
normale Isoform des Prionproteins (PrP€) in Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten und
Plasma nachgewiesen wird und zwar in viel hoherer Konzentration als das PrP%. Deswegen
muss ein Bluttest sehr selektiv sein, d.h. eine hohe Spezifitit besitzen.

Die gingigen Methoden zur Entwicklung von Blut-Tests basieren entweder auf dem direkten
Nachweis von PrP*® oder auf dem Nachweis von vCJD-assoziierten Markern (,,surrogate mar-
kers®) (58). Die Suche nach alternativen Markern fiihrte in den letzten Jahren zu ersten Resulta-
ten. So konnten Zusammenhinge zwischen den neuronalen Markern, wie Protein 14-3-3 (59,

158), Neuron-spezifischer Enolase (1), Protein S100B (7, 60), ,.glial acidic fibrillar protein‘
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(106, 115), Tau-Protein (114) und sowie Prionine (135) und PrP* nachgewiesen werden. Keiner
von diesen Markern hat sich jedoch als ausreichend spezifisch und sensitiv fiir eine frithe prakli-
nische Diagnose erwiesen. Einige Stoffwechselmarker (z. B. Prostaglandin E2, C-reaktives Pro-
tein) wurden, jedoch ohne wesentlichen Erfolg, ebenfalls untersucht (121). Anfangs wurde auch
der ,,Erythroid differentiation related factor” (EDRF) als viel versprechend angesehen (105),
konnte aber als spezifischer Marker in einer Folgeuntersuchung nicht bestétigt werden (56).
Einige Arbeitsgruppen haben rein physikalische Methoden entwickelt, die auf der Serumanalyse
durch Fourier-Transformationsspektroskopie und nachfolgender Datenbearbeitung durch ein
Neuronennetzwerk basieren (26, 87, 88). Die Methode zeigte eine hohe Sensitivitit (>90 %) und
Spezifitit beim BSE-Nachweis in Rindern. Es ist jedoch noch unklar, inwieweit die Ergebnisse
routinetauglich und auf den PrP*-Nachweis im Blut iibertragbar sind.

Grof3e Hoffnungen hat in letzter Zeit die PMCA-Methode von Soto et al. (136) geweckt. PMCA
steht fiir ,,protein misfolding cycling amplification. Bei diesem Verfahren wird das PrP*° mit
einem PrP-Uberschuss inkubiert, um ein Wachstum der PrP**-Aggregate zu ermdglichen. PrP*
wird dann durch Ultraschallbehandlung wieder dispergiert, so dass kleinere Einheiten entstehen,
die ihrerseits die Entstehung neuer Aggregate fordern. Die amplifizierte Menge von PrP* hingt
direkt von der Anzahl der Inkubation/Ultraschall-Zyklen ab. Der spezifische Nachweis von
PrPSc erfolgt dann mittels Western Blot-Technik nach Proteinase K-Verdauung und nachfolgen-
der Denaturierung in SDS-Puffer (SDS-Sodium Dodecyl Sulfat). Experimentell gelang mittels
PMCA ein Nachweis von Hamster-PrP> in buffy-coats mit einer Sensitivitit bis zu 89 % und
einer Spezifitdt von 100 % (28, 135). Daher wird die PMCA-Technik als das meistverspre-
chendste Testprinzip zur Entwicklung eines Bluttests angesehen. Leider wird die Bereitstellung
eines praktikablen Tests noch durch mehrere technische Probleme verhindert. Schlielich sei auf
einen Bericht der Supattapone-Gruppe hingewiesen, in dem das infektise PrP> auch de novo
durch PMCA in der Abwesenheit von préexisitierenden Prionen generiert wurde (46).

In die andere Richtung, d.h. den direkten Nachweis des einzelnen spezifischen TSE-Markers,
also des PrP, wurden in letzter Zeit ebenfalls verschiedene Strategien entwickelt. Diese kann
man wie folgt unterscheiden:

—  Verwendung von Liganden zur spezifischen Bindung von PrP* im Blut. Beispiele dafiir sind

der 15B3-Antikorper von Prionics (82, 112) und das Seprion-Granulat der Firma Microsense
(zurzeit als IDEXX-Test fiir die post mortem Diagnose im Einsatz). In beiden Féllen ist die
Idee, das PrP*° aufgrund seines polymerisierten Zustandes anzureichern, um damit einen spe-
zifischeren und sensitiveren Nachweis im ELISA bzw. in der Flow-Cytometry zu erreichen.

Ein anderes Verfahren, entwickelt durch bioMérieux (Marcy 1’Etoile, Frankreich) beruht auf
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der Bindung und Aggregation der pathologischen Form des PrP durch Streptomycin (110).
Nachfolgend wird dieses an einem speziellen ,,Molekiilnetz* immobilisiert und mittels Anti-
PrP-Antikdrpern nachgewiesen.

— Entwicklung immunologischer Tests zum Nachweis polymerisierten PrP (AS-ELISA: Ag-

gregationspezifisches ELISA), basierend auf der Verwendung des gleichen Antikdrpers zum
Immobilisieren und zur Detektion (118). Die Sensitivitdt dieses Verfahren wurde durch das
Kombinieren von Signalverstirkung (Fluoreszenz) und Analytanreicherung (vereinfachte
PMCA) erhoht. Durch den Einsatz dieser Methode (genannt Am-A-FACTT) ist es der Grup-
pe von Man-Sun Sy gelungen, Prionaggregate im Plasma von Maus und Maultier, infiziert
mit Scrapie bzw. mit ,,chronic wasting disease“- CWD, nachzuweisen (33). Ein &hnliches
Verfahren (MDS- Multimer Detection System) wurde auch von der Firma PeopleBio (Seoul,
Korea) entwickelt und zwar ohne Signalverstirkung und Analytanreicherung, weitere Ein-
zelheiten sind bis dato nicht publiziert worden (166).

— Verwendung von fluoreszenz-markiertem Pallindrom-PrP-Peptiden zum Nachweis von fehl-

gefaltetem PrP (MPD- misfolded protein diagnostic; Pallindrom-Aminosduresequenz, die

von vorn und von hinten gelesen gleich bleibt). Bei diesem Verfahren wird das markierte
Peptid bei Kontakt mit PrP* erheblichen p-Konformationsinderungen ausgesetzt, welche die
Fluoreszenzeigenschaften des Pyren-Markers verdndern (63). Diese Methode erlaubte eine
Abgrenzung zwischen TSE-infizierten und nichtinfizierten Tieren (119).
Lange Zeit wurde erwartet, dass Antikorper zwischen den beiden PrP-Isoformen unterscheiden
konnen. Es erschienen mehrere viel versprechende Publikationen zu diesem Thema (44, 120,
172), jedoch konnten bis heute keine Antikdrper identifiziert werden, die unter praktikablen Be-
dingungen das PrP* in seiner nativen Form mit ausreichender Spezifitit erkennen. Daher wur-
den indirekte Methoden zum Unterscheiden zwischen PrP* und PrP® in postmortalen Gewebe-
extrakten entwickelt. Die von der EU-Kommission zugelassenen Screening-Tests zum post mor-
tem Nachweis von BSE verwenden die verschiedenen biochemischen Eigenschaften beider PrP-
Isoformen zum spezifischen Nachweis von PrP5¢ (58). Die meisten dieser Tests beruhen auf der
Teilresistenz des PrP> gegen die Verdauung durch proteolytische Enzyme, insbesondere Protei-
nase K (z.B. Prionics Test, Prionics, Ziirich, Schweiz). Andere Hersteller verwenden als Nach-
weisprinzip die erhdhte Immunoreaktivitit des PrP> nach Denaturierung mit Guanidin, welche
zur Freilegung von verdeckten Epitopen fiihrt (z.B. CDI-5, InPro, San Francisco, USA) (138).
HerdCheck BSE von IDEXX verwendet einen Aggregationspezifischen Ligand fiir PrP*, wel-
ches damit ohne Proteinase K-Verdauung mit einem anti-PrP-Antikorper nach Denaturation

nachgewiesen werden kann (142).
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1.4 Plasmin und PrP

Das Plasminogen ist das Proenzym der aktiven Serinprotease Plasmin, dem zentralen Enzym des
fibrinolytischen Systems. Der Hauptsyntheseort ist die Leber (10, 130, 139), obwohl eine Reihe
von Zellen in der Lage sind, Plasminogen zu synthetisieren (Adrenaldriisen, Nieren, Hirn, Testis,
Herz, Lunge, Uterus, Milz, Thymus und Darm) (171). Gefunden wird es in den extravasalen
Réumen vieler Gewebe. Das humane Plasminogen ist ein 92 kDa grof3es, einkettiges Glykopro-
tein, bestehend aus 791 Aminosduren. Die Plasmakonzentration beim Erwachsenen betrdgt um
200 mg/L. Das Molekiil enthélt 24 Disulfidbriickenbindungen und 5 Kringle-Strukturen (149).
Plasminogen hat eine besonders hohe Affinitidt zu Lysin-Resten. Die Lysin-Bindungsstellen sind
in den Kringel-Strukturen lokalisiert. Diese Strukturen, die auch mit Lysin-dhnlichen Liganden
interagieren, sind auch auf anderen Proteine der Himostase (97) und auch bei Apolipoprotein(a)
identifiziert worden (103). Die katalytische Triade ist in der leichten Kette lokalisiert und besteht
aus His603, Asp646, und Ser741. Plasmin hat eine engere Substratspezifitit als Trypsin und
spaltet C-Terminal bevorzugt bei Lys als bei Arg (125).

Die wichtigsten Aktivatoren des Plasminogens sind der Tissue-type (t)-Plasminogenaktivator
und die Urokinase-type (u)-Plasminogenaktivator. Plasmin katalysiert die enzymatische Abbau
des Fibrinablagerungen in dem Gefdf3system (38) und hat Substratspezifitdt fiir mehrere andere
Komponenten des extrazelluliren Matrix wie Fibronectin, Proteoglycane und Gelatine (141).
Plasmin reguliert auch die Aktivitit anderer Proteasen wie Matrix-Metalloproteinasen (111).
Einen der ersten Berichte iiber das Interagieren von Plasminogen und PrP lieferten Fischer et al.
im Jahr 2000 (51). In Threr Publikation beschrieben sie eine selektive Bindung von Maus-PrP*
an immobilisierten Mausplasmaproteinen. Der spezifische Ligand wurde als Plasminogen identi-
fiziert. Im Jahr 2001 erschien eine weitere Publikation von Maissen et al. zu dieser Thematik
(98). In ihren Versuchen prézipitierte das an Beads immobilisierte humane Plasminogen nicht
nur im Maushirnhomogenisat spezifisch PrPSc, sondern auch in Homogenisaten von an sCJD-
erkrankten Menschen, von an Scrapie-erkrankten Schafe und von an BSE-erkrankten Rindern.
Nach Elution des gebundenen Prions wurde dieses in Western Blot-Technik nachgewiesen.

Ein Jahr spiter hat die Arbeitsgruppe von Shaked festgestellt, dass die Bindung von PrP*® an den
Serum-Komponenten (einschlielich Plasminogen) auf die spezifische Kombination von Deter-
genzien zuriickzufiihren ist (145). Die Autoren zeigten auf, dass die durch Fischer beschriebenen
Extraktionsbedingungen eine lipid rafts-Auflosung verursachen (,,lipid rafts“- Cholesterin-reiche

Mikrodoménen in der Zellmembran), die nachfolgend in der Aggregation von PrP* resultieren.
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Nach der Wiederholung der Experimente mit intakten Rafts konnte nur PrP® und nicht PrP*® an
den Beads nachgewiesen werden. Dies spricht dafiir, dass das normale Prionprotein an Serum-
proteine durch die nahe liegenden Raftkomponenten bindet.

Andere Wissenschaftler haben sich intensiv mit der Auswirkung des Prions auf die Plasminoge-
naktivierung auseinandergesetzt. In ihrer Arbeit haben Ellis et al. den Effekt des rekombinanten
PrP (Kupfer-enthaltend: holo-PrP oder nicht- Kupfer-enthaltend: apo-PrP) auf die Plasminoge-
naktivierung durch u-PA und t-PA untersucht (50). Sie stellten fest, dass PrP keinen Effekt auf
die uPA-Plasminogenaktivierung hat. Andererseits wurde die Umwandlung von Plasminogen in
Plasmin durch t-PA in der Anwesenheit von apo-PrP® 280fach beschleunigt. Die Octarepeat-
Region ist in diesen Effekt involviert. Die Stimulation von Plasminogen bendtigt auch eine In-
teraktion zwischen PrP und t-PA. Wahrscheinlich sind die Bindungsstellen fiir t-PA und Plasmi-
nogen unterschiedlich.

Es wurde schlieBlich klar, dass humanes Plasminogen und PrP miteinander reagieren und einen
Komplex formen. In ihrer Arbeit zeigen Kornblatt et al., dass dieser Komplex auch das rekombi-
nante Schaf-PrP® in zwei Fragmente spaltet: ein N- und ein C-terminales Fragment (81). Die
Spaltung wird zwar durch Plasminogen beschleunigt, scheint aber nicht von Plasminogen abhin-
gig zu sein. Hier wurde als Aktivator flir Plasminogen t-PA verwendet.

Die Spaltung des humanen rekombinanten PrP¢ durch Plasmin wurde auch in der Arbeit von
Praus et al. nachgewiesen (126). Die Umwandlung von Plasminogen in Plasmin durch t-PA kann
von dem N-terminalen Segment des PrP® stimuliert werden. Die Anwesenheit von niedermole-
kularem Heparin kann diese Umwandlung zusitzlich beschleunigen. Durch Proteinsequenzie-
rung wurde auch die Primirspaltstelle fiir Plasmin im humanen PrP“-Molekiil festgestellt. Sie
liegt zwischen Lysin110 und Histidin111.

Eine detaillierte Beschreibung der thermodynamischen und kinetischen Interaktionen zwischen

25-242

dem bovinen rekombinanten PrP und dem humanen immobilisierten Plasminogen findet

man in der Arbeit von Cuccioloni et al. (43). Zusétzlich wurde die Interaktion zwischen nativem

23242 ynd Plasminogen untersucht. Es konnte eine Interaktion (Komplexbil-

aufgereinigtem PrP
dung) zwischen den beiden Partnern sowohl fiir das rekombinante, als auch fiir das native PrPS,
gezeigt werden. Die kinetischen und thermodynamischen Parameter werden dabei von pH und
Glykosylierung beeinflusst. Das deglykosylierte native PrP© zeigte dhnliche Parameter wie das
rekombinante PrP.

Das PrP® in normalem Hirn und Zellkulturen wird teilweise als N-terminal abgespaltene Form

gefunden, genannt C1 und C2 (85, 170). Die Spaltung von rekombinantem PrP® zu C1 kann in

vitro durch Plasminogen mediiert werden. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass auch in
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vivo das Plasminogen fiir die Generierung von Cl-Fragment verantwortlich sein konnte. Das
Spaltungsmodell, gefunden in Hirnlysaten oder anderen Geweben in Plasminogen-knock-out
Mausen, ist aber unverdndert (5). Die Anwesenheit von Cl-Fragmenten in Hirnhomogenisaten
von Plasminogen-defizienten Miusen im vergleichbaren Verhdltnis zu PrP in voller Liange, wie
es bei den Wildtyp-Tieren gefunden wurde, spricht dafiir, dass andere Proteasen (z.B. ADAMI10-
85) zusitzlich zu Plasminogen fiir die PrP-Spaltung in vivo verantwortlich sind.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass zum immunologischen Nachweis von PrP*° die spezifi-
schen biochemischen Eigenschaften der pathologischen Isoform verwendet werden: Verdau-
ungsteilresistenz (Verdauung mit Proteinase K), Freilegen der verdeckten Epitope nach Denatu-
rierung (Denaturieren mit Guanidin) Plasminogen-PrP**-Bindung unter spezifischen Testbedin-
gungen Spaltung des rekombinanten PrPC und nicht der pathologischen Isoform durch Plasmin

in (zumindest) zwei Teile.

1.5 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, die Spaltung des nativen PrP® in humanem Plasma nach Aktivierung des
endogenen Plasminogens in einem ELISA-Test nachzuweisen. Anschlieend sollte untersucht
werden, ob die pathologische, nicht durch Plasmin spaltbare Isoform des PrP nach Plasminspal-
tung der normalen Isoform in diesen Proben reproduzierbar und mit relativ wenig Zeitaufwand
erfasst werden kann.

Dafiir sollte zuerst eine sensitive Testmethode fiir PrP entwickelt und Nachweisgrenze und Re-
produzierbarkeit gemdl labormedizinischer Standards validiert werden. Nachfolgend sollte die
Plasminspaltung von PrP® in einem ELISA-Test nachgewiesen und untersucht, und insbesondere
die Auswirkung verschiedener Streptokinase-Konzentrationen und Reaktionstemperaturen auf
die Plasminspaltung iiberpriift werden. Danach sollten Versuche durchgefiihrt werden, in den die
Mbglichkeit zum sensitiven Unterschied zwischen Proben mit PrP¢ und Proben mit PrP¢ und
PrP* untersucht wird. Fiir diesen Zweck werden vier verschiedene Ansitze gewahlt: native Pro-
ben, mit Guanidin denaturierte Proben, Proben nach Plasminspaltung und Proben nach Plas-
minspaltung und Guanidin-Denaturierung. Danach werden die vier Ansétze beziiglich ihrer Sen-
sitivitat zum Nachweis von PrP*® verglichen. AbschlieBend soll ein effizientes Testverfahren
zum Nachweis von PrP* in humanem Plasma beschrieben und die Méglichkeit des Testeinsatzes

im Blutspendewesen diskutiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Reagenz Firma Katalog-Nr.
PBS Pierce 28372

TBS Pierce 28376
Carbonat-Bikarbonat Pierce 28382
Tween”' Pierce 28320

Super Signal Femto Luminol | Pierce 37075
Streptavidin-HRP Pierce N200

Super Block Pierce 37515
Sarkosyl Sigma 61739
GuanidiumHCI Sigma G4505
Plasminogen Haemochrom 41303
Streptokinase ZLB Behring Streptase 1 500 000
Aprotinin Calbiochem 78432
Triton X-100 Sigma 870493

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Capture-Antikorper

Als ,,capture““-Antikorper wurde 3F4 eingesetzt. 3F4 ist ein monoklonaler Antikérper aus Aszi-
tesfliissigkeit von Méusen, die mit Hamster PrP* immunisiert worden sind. 3F4 erkennt die A-
minosduresequenz 109-112 von PrP in den Spezies Mensch und Hamster, jedoch nicht von Méu-
sen (76). 3F4 wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. M. Baier, Robert-Koch-Institut, Berlin,
zur Verfligung gestellt. Der Antikorper wurde flir den ELISA-Test in einer Konzentration von 1

pug/ml in Carbonat/Bikarbonat Puffer verwendet.

2.1.2.2 Detektor-Antikorper
Als Detektor-Antikorper wurde SAF32-Biotin der Firma SpiBio (Kat. Nr. CM189720-B) ausge-

wiéhlt. Der Antikérper wurde vom Hersteller biotinyliert (4 mol Biotin/mol IgG). SAF32 ist ein
monoklonaler 1gGy,-Mausantikdrper und wurde gegen eine Aufbereitung von SAF (Scrapie as-
soziierte Fibrillen) vom infizierten Hamsterhirn hergestellt. Der Antikorper reagiert laut Herstel-
ler mit PrP® und PrP* des Hamsters und Menschen und weist eine Kreuzreaktion mit Prion-
Proteinen von Kuh, Maus, sowie Schaf auf. SAF32 erkennt die Octarepeat-Region (AS 58-92 in
Human-PrP) in der N-terminalen Region des PrP-Molekiils. 200 pg des Antikdrpers werden mit
1 ml destilliertem Wasser aufgelost, aliquotiert und bei -20 + 2 °C aufbewahrt.
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2.1.3 Proben

2.1.3.1 Humanes Plasma
Es wurden 10 ml Blut in Citrat-Réhrchen (Fa. Sarstedt) von gesunden Blutspendern aus dem

Spenderkollektiv des Instituts fiir Transfusionsmedizin entnommen.

Unmittelbar nach der Herstellung wurde das Plasma 15 Minuten bei 2 500 g zentrifugiert, um ein
plattchenarmes Plasma zu gewinnen. Die restlichen Zellen wurden durch erneutes Zentrifugieren
(10 Minuten bei 10 000 g) abgesetzt. Der Uberstand wurde entnommen, 4 0,5 ml aliquotiert und
bei -20 + 2 °C aufbewahrt.

2.1.3.2 N-Hamsterhirnhomogenisat
Diese Proben wurden freundlicherweise von Herrn Dr. M. Baier aus dem Robert-Koch-Institut

zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich um 10%-Hirnhomogenisat von weiblichen Scrapie-

infizierten Syrian Gold-Hamstern (Alter 112-140 Tage) in PBS/0,1% Sarkosyl.

2.1.3.3 S-Hamsterhirnhomogenisat
Diese Proben wurden freundlicherweise auch von Herrn Dr. M. Baier aus dem Robert-Koch-

Institut zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich um 10%-Hirnhomogenisat von weiblichen Scra-
pie-infizierten Syrian Gold-Hamstern (Alter 112-140 Tage) in PBS/0,1% Sarkosyl. Diese Tiere
wurden intracerebral mit dem Scrapie-Stamm 263K inokuliert und im Endstadium der Krankheit

terminiert.

2.1.3.4 Rekombinantes Human-PrP

Zur Validierung des Tests wurde rekombinantes humanes PrP der Firma Roboscreen verwendet.
Es handelt sich um ein Hisitidin-markiertes humanes Prionprotein mit AS 23-231, exprimiert in
E. coli BL21 und chromatographisch aufgereinigt auf Ni(II)-Nitriloacetatagarose. Das Protein
hat eine Liange von 218 Aminosduren und ein Molekulargewicht von 23 908 Da.

Das Protein wird als Lyophilisat geliefert. Fiir unsere Zwecke wurde das huPrPrec in PBS aufge-
16st und auf eine Konzentration von 100 ng/ml verdiinnt, danach aliquotiert und bei -20°C auf-

bewahrt.

20



2.1.4 Gerate und Material

Geréat bzw. Material Firma Modell bzw. Katalog-Nr.

Mikrotiterplattenreader (ELISA-reader) TECAN GENios

ELISA-Washer TECAN Columbus

Zentrifuge Eppendorf Eppendorf 5147

Wasserbad PolyScience Inc. SL

Vortex Heidolph ReaxTop

Mikrotiterplatten Nunc 436110

Stabsonicator Dr. Heilscher UP100H

2.1.5 Puffer

Coatingpuffer Ein Packchen Carbonat-Bikarbonat wird in 1 L bidestilliertes Wasser
aufgelost. Der Puffer wird bis zu zwei Wochen im Kiihlschrank auf-
bewahrt. pH 9,6.

PBS-Puffer Ein Piackchen PBS wird in 1 L bidestilliertes Wasser aufgeldst. Der
Puffer wird bis zu zwei Wochen im Kiihlschrank aufbewahrt.
pH 7.4.

TBS-Puffer Ein Packchen PBS wird in 1 L bidestilliertes Wasser aufgeldst. Der
Puffer wird bis zu zwei Wochen im Kiihlschrank aufbewahrt.
pH 7.4.

Waschpuffer TBS-Puffer mit 0,05% Tween ’ und 0,5% Triton X-100. Der Puffer
wird bis zu eine Woche im Kiihlschrank aufbewahrt.

ELISA-Puffer SuperBlock 1:5 in PBS mit 0,05% Tween™. Der Puffer wird unmit-
telbar vor dem Einsatz hergestellt.

2.2 Methoden
2.2.1 ELISA
2.2.1.1 Design

Der ELISA-Test wurde als ein Sandwich-ELISA mit zwei monoklonalen Antikorpern konzipiert.
Als Capture-Antikorper wurde der 3F4 ausgewéhlt. Die Spezifitit dieses Antikdrpers schlief3t
humanes und Hamster-PrP ein. Das Epitop ist AS 109-112. 3F4 reagiert sehr gut mit PrP®, aber
nicht mit PrP%. Das wird durch die Fehlfaltung des PrP* erklirt, so dass die Bindungssequenz

des Antikérpers verdeckt wird (,,burried core*). Nach Denaturieren und Entfalten des PrP*° zeigt

3F4 eine dhnliche Reaktivitit wie mit PrP¢ (124) (s. Kap. 3.3 und 3.4.).

Die ermittelte optimale Konzentration zum Beschichten (,,coaten*) der Mikrotiterplatten ist 1

pg/ml.

Als Detektor-Antikdrper wurde der SAF32 ausgewéhlt. Dieser Maus-Antikorper hat eine breitere

Spezifitt als 3F4 und zwar gegeniiber humanem, Maus, Hamster und bovinem PrP. SAF32 bin-
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det N-terminal an dem Octarepeat-Region (AS 58-92). Er hat ein lineares Epitop und kann zwi-
schen PrP® und PrP* nicht unterscheiden. Es wurde biotinyliertes SAF32 mit einem Biotinylie-
rungsgrad von 4 mol Biotin/l1 mol IgG eingesetzt. Dies erlaubt das Verzichten auf einen dritten
Detektor-Antikorper, macht den Test einfacher und reduziert die unspezifischen Signale. Bei ei-
nem biotinylierten Antikdrper kann man Konjugate aus Streptavidin-Enzym verwenden, die stér-
kere Signale produzieren, als bei einfachem Markieren mit Enzym. Als Detektor des SAF32-B
wurde Streptavidin-poly-Peroxidase ausgewdhlt (Streptavidin-polyHRP). Das ist ein Polymer
von HRP, gebunden an Streptavidin mit hohem HRP:Streptavidin Verhiltnis.

Die Detektion der Signale erfolgt mittels Chemilumineszenz. Die Peroxidase wandelt das Sub-
strat Luminol in ein Produkt um. Dabei wird Licht ausgestrahlt, welches durch das Messgerit
(TECAN GENios) erfasst und quantifiziert wird. Die Auswertung der gemessenen Signale wird
durch das Programm MAGELAN?2 und Xfluor4 der Fa. Tecan durchgefiihrt.

Mit der Kombination 3F4/SAF32-B entsprechend den Epitopen beider Antikdrper, sollten
nur PrP-Molekdile erfasst werden, die zumindest die AS 52-112 haben. Nach erfolgter Spal-
tung des PrP-Molekils durch Plasmin an der Primarspaltstelle Lys110, werden PrP von
3F4 nicht gebunden (Zerstérung des Epitops) und folglich mit SAF32-B auch nicht detek-
tiert. Dies bedeutet, dass in diesem Test vom Design her nur nicht gespaltene PrP-Molekiile
bzw. PrP-Molekile mit zuganglichem Epitop fur 3F4 nachweisbar sind. Da nur physiologi-
sche PrP-Molekdle durch Plasmin spaltbar sind, gehdrt die nachweisbare Fraktion im We-

sentlichen zu PrP*,

2.2.1.2 Testbeschreibung

Nachdem der Capture-Antikorper auf der Oberfliche der einzelnen Kavititen adsorbiert wird,
werden nach Absaugen der nicht gebundenen Antikorpern, die freien Bindungsstellen auf der
Oberfliache gesittigt (Blocking). Dazu wird ein Blocking-Puffer verwendet, der kurz in der Platte
inkubiert und abgesaugt wird.

Im néchsten Schritt werden die Proben, im Reaktionspuffer verdiinnt, in die entsprechenden Ver-
tiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Dabei bleiben die Proben zwei Stunden bei Raumtempe-
ratur auf der Platte. In dieser Zeit binden die PrP-Molekiile an den adsorbierten monoklonalen
Antikorpern. Danach werden die restlichen freien PrP sowie andere Substanzen in den Proben

aus den Kavitdten ausgewaschen (Waschschritt).
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Im néchsten Schritt wird der biotinylierte Detektor-Antikorper, vorverdiinnt im Reaktionspuffer,

zugegeben und die Platte fiir eine Stunde inkubiert. In dieser Zeit bindet der Antikorper an die

immobilisierten PrP-Molekiile und zwar an einem anderen Epitop.

Es folgt ein néchster Waschschritt. Danach wird das Konjugat Streptavidin-polyHRP in die Ver-

tiefungen pipettiert und kurz inkubiert. Das Konjugat erkennt die Biotin-Molekiile an den Detek-

tor-Antikorpern und bindet an diese. Nach einem erweiterten Waschschritt wird das Substrat

(Luminol) zugegeben und die Signale nach 3 Minuten gemessen. Die Stabilitdt der Lichtaus-

strahlung betrdgt 15 Minuten.

2.2.1.3 Allgemeines ELISA-Protokoll

Schritt

Beschreibung

Beschichten der

Mikrotiterplatte

Der Capture-Antikorper wird in Coating Puffer bis zu einer Konzentra-
tion von 1 pg/ml verdiinnt. 100 pl/Kavitit exakt auf den Boden mit
Multipette pipettieren. Mit Klebefolie versiegeln, 16 Stunden bei 4°C
inkubieren.

Blocken

Mikrotiterplatte mit Washer absaugen.

150 pul Super Block pro Kavitit pipettieren. Sofort ausschiitteln. 150 ul
Super Block pro Kavitit pipettieren und 10 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubieren. Absaugen. Mit Klebefolie versiegeln und in Plastik-
beutel mit Zippverschluss bei 4°C aufbewahren.

Vor dem Einsatz zur Raumtemperatur bringen.

Proben

Proben in ELISA-Puffer verdiinnen.
100 pl/Kavitit pipettieren. Zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubie-
ren

Waschen

3x300 pul waschen in ELISA-Washer mit Waschpuffer.

Detektionsantikorper

Detektor-Antikorper in ELISA-Puffer auf 62,5 ng/ml verdiinnen. 100
ul/Kavitit von dem verdiinnten Detektor-Antikorper pipettieren.
Fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit Klebefolie inkubieren.

Waschen

3x300 pl waschen in ELISA-Washer mit Waschpuffer.

Pipettieren des Konju-
gats

Streptavidin—poly-Peroxidase in ELISA-Puffer bis 150 ng/ml verdiin-
nen. 100 pl/Kavitét pipettieren. Fiir 18 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren.

Waschen 6x300 ul waschen in ELISA-Washer mit Waschpuffer.
Substrat 100 pl/Kavitéit von der Luminol-Arbeitslosung pipettieren.
Messen Zwischen 3 und 15 Minuten danach mit TECAN GENios messen bei

folgenden Einstellungen- Typ: Lumineszenz; Gain: 50, 100 oder 150
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2.2.2 ELISA-Test-Validierung
Die Validierung des ELISA-Tests war ein Bestandteil dieser Arbeit. Es wurden auf der Grundla-

ge laboratoriumsmedizinicher Standards (45) folgende Parameter gepriift:
— Optimale Konzentration des Detektor-Antikorpers

— Analytische Sensitivitit

— Linearitatsbereich

— Prézision

— Richtigkeit

Das genaue Vorgehen ist im Kap. 3.1. beschrieben.

2.2.3 Auswirkung des Guanidins auf den ELISA-Test

Der 3F4-Antikorper kann PrP* in nativem Zustand nicht binden. Fiir den Nachweis von PrP*
durch 3F4 im ELISA-Test muss das PrP*® denaturiert werden. Die Denaturierung wurde mit 4 M
Guanidinhydrochlorid (Gdn) bei 37°C fiir eine Stunde durchgefiihrt, welches PrP*° denaturiert,
sowie die Infektiositdt der Scrapie-Probe beseitigt (8). Da Gdn sowohl die Antikdrperbindung
des Capture-Antikdrpers an die Mikrotiterplatte, als auch die Bindung vom Antigen an die Anti-
korper beeinflussen wiirde, musste die Probe verdiinnt werden, um eine Antikorperinteraktion
eingehen zu konnen.

Es wurde eine Verdiinnungsreihe von Citratplasma im ELISA-Puffer hergestellt. Zu 100 pl von
jeder Probe wurde 100 ul 8 M Gdn zugegeben und bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. Danach
wurden die Proben weiterhin mit ELISA-Puffer verdiinnt, so dass es folgende Endkonzentratio-
nen von Gdn entstanden: 0,8 M; 0,4 M und 0,2 M. Nachfolgend wurde der ELISA-Test durchge-
fiihrt. Als Kontrolle dienten dieselben Proben ohne Zugabe von Gdn.

2.2.4 Spalten von PrP mittels aktiviertem Plasminogen

2.2.4.1 Plasminogen-Aktivitat

Die Plasminogen-Aktivitit (als % der Norm) der humanen Plasmaproben von gesunden Spen-
dern wurde in einem Routinetest der Fa. Dade Behring auf dem BCS-Gerinnungsanalyzer im In-
stitut fiir Transfusionsmedizin gemessen. Als geeignet wurden nur diejenige Proben eingestuft,

die Aktivitdten zwischen 70 % und 130 % aufwiesen.

24



2.2.4.2 Streptokinase

Als Aktivator fiir das plasmaendogene Plasminogen wurde Streptokinase ausgewdhlt. Die Strep-
tokinase ist ein 47 kDa grof3es Protein, welches von den Streptococcen der Gruppen A, C und G
sekretiert wird. Die Streptokinase trigt fiir die Virulenz der Streptococcen durch Umwandlung
des Plasminogens in Plasmin bei. Plasmin seinerseits fiihrt durch Fibrinolyse und Abbau von
extrazelluldrer Matrix und Basalmembrankomponenten zu einer bakteriellen Ausbreitung von
der Primérinfektionsstelle (154).

Die Streptokinase katalysiert die Hydrolyse von Amidbriicken. Sie bildet einen equimolaren
Komplex mit Plasminogen, welches danach zu Streptokinase-Plasmin umgewandelt wird. So-
wohl der Streptokinase-Plasminogen-, als auch der Streptokinase-Plasmin-Komplex kann Plas-
minogen aktivieren. Als Ergebnis ihrer Wechselwirkung mit humanem Plasminogen wird die

Streptokinase einer spezifischen Fragmentation unterworfen (17).

2.2.4.2.1 Optimale Konzentration
Die optimalen SK-Konzentrationen (als kU/ml) wurden folgenderweise ermittelt:

Zu 1,5 ml Plasma wurden 45 pl verschiedene Konzentrationen Streptokinase in PBS zugegeben
und die Probe wurde bei 37°C in Wasserbad inkubiert. In bestimmten Zeitabstinden wurden je
250 pl Probe entnommen und mit 3 pl 200 mM Aprotinin fiir 10 Minuten gemischt um das
Plasmin zu inaktivieren. Die Proben wurden danach 1:21 in ELISA-Puffer verdiinnt und in ELI-
SA ausgetestet. Als Kontrolle diente dieselbe Probe, die identisch behandelt wurde, aber statt SK
wurde nur PBS zugegeben.

Um Anderungen in den Hintergrundsignale zu erfassen, wurde auch SK in ELISA-Puffer zu den

entsprechenden Endkonzentrationen untersucht.

2.2.4.2.2 Temperatur
Zu 1,5 ml Plasma wurden 45 pl optimale Konzentration (s. oben) Streptokinase in PBS zugege-

ben und die Probe wurde bei 4°C, 25°C, 37°C und 45°C inkubiert. In unterschiedlichen Zeitab-
stainden wurden je 250 pl Probe entnommen und mit 3 ul 200 mM Aprotinin fiir 10 Minuten ge-
mischt, um das Plasmin zu inaktivieren. Die 1:21 in ELISA-Puffer verdiinnten Proben werden
danach im ELISA-Test ausgetestet. Als Kontrolle diente dieselbe Plasmaprobe, die identisch be-
handelt wurde, der aber statt SK nur PBS zugegeben wurde.
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2.2.5 PrP-Spaltung mittels Streptokinase-aktiviertes Plasminogen in ,,spiked*
Proben
In der vorgelegten Arbeit wurden als Modell zum Nachweis von pathologischen Prionen Gemi-

sche aus gepooltem Humanplasma und Hamsterhirnhomogenisaten aus gesunden und an Scrapie

erkrankten Tiere im Terminalstadium verwendet.

2.2.6 Herstellung von ,,spiked* Proben

Das Hirnhomogenisat wurde fiir 10 Minuten im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, dann drei Mal
fiir jeweils 10 Sekunden bei 30 % Intensitdt mit dem Stabsonicator (s. Kap. 2.1.4) behandelt. 150
ul des entsprechenden Homogenisats wurden danach 5 Minuten bei 750 g zentrifugiert und 100
ul des klaren Uberstandes wurden mit 150 ul gepooltem Humanplasma gemischt. Danach wur-
den die Proben durch Faktor 2 bis 1:1280 im Plasma verdiinnt. Das gepoolte Humanplasma hatte

eine PrP-Ausgangskonzentration von 44,5 ng/ml.

2.2.7 Probenbehandlung und Testverlauf

In Abbildung 2 ist der vollstindige Testsverlauf schematisch présentiert und in Abbildung 3 ist
eine Ubersicht der Probenbehandlung dargestellt. Jeweils 100 ul von den aufgestockten Proben
wurden jeweils mit 3 ul SK (EK 44 kU/ml) bzw. PBS gemischt und fiir 60 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Inaktivierung des Plasmins erfolgte durch Hinzugabe von 1 pl 200 mM Aprotinin.
Die Proben wurden danach mit gleichen Volumina 8 M GdnHCI bzw. PBS gemischt und fiir 60
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend, die 1:20 in ELISA-Puffer verdiinnten Proben, wur-
den in ELISA parallel ausgetestet. Der Test wurde an drei Tagen unabhingig voneinander
durchgefiihrt und die entsprechenden Mittelwerte und Standardabweichungen in der statistischen

Analyse weiterverwendet.
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1. Plasminogenaktivierung
Plgn + SK— PlgneSK + Plgn— Pln
2. Spaltung von PrP

Pin + PrP°— N1, + C1,
Pln + PyrP¥ —s PP,

3. Denaturierung

Gdn + N1, + Cl,—NI;+ Cly
Gdn + PrP%*, — PrP*,

4. Immobilisieren

3F4 + N1y + Cl,—3F4
34 + PrP% 34 PrP™

5. Nachweis

3F4ePrP*; + SAF32B—3F4PrP* p SAF32B + StrPOD— Messsignal

Abbildung 2. Testdesign

Im ersten Schritt bildet das Plasminogen (Plgn) mit Streptokinase (SK) einen Komplex, der Plasminogen in Plasmin
(Pln) umwandelt.

Im zweiten Schritt wird die normale Isoform des PrP (PrP®) durch Plasmin bei seiner Primirspaltstelle in zwei Teile
gespalten: AS 23-110 (N1) und AS111-231 (C1). N steht fiir nativ. Da die Primérspaltstelle des Plasmins in der pa-
thologischen Form des PrP (PrP%%) durch die Fehlfaltung nicht zugénglich ist, bleibt diese weitgehend intakt.

Im dritten Schritt werden die PrP-Molekiile entfalten: durch die Zugabe von Guanidin werden sowohl beide Frag-
mente N1 und C1, als auch das ganze PrP%° denaturiert- d steht fiir denaturiert. Dadurch wird das Epitop fiir 3F4
(AS109-112), beibehalten im PrP>, zuginglich.

Im vierten Schritt binden die entfalteten PrP*-Molekiile am immobilisierten moAk 3F4 in der Mikrotiterplatte. Die
N1-und C1-Segmente enthalten das 3F4-Epitop nicht und werden ausgewaschen.

Im flinften Schritt werden die immobilisierten PrP-Molekiile durch SAF32-Biotin (SAF32B) erkannt (an Octare-
peat-Region) und der Ak bindet an diesen. Das zugegebene Polymerkonjugat Streptavidin-Polyperoxidase (StrPOD)
bindet an das Biotin von SAF32 und bei der Umwandlung des Substrats von den Peroxidasen entsteht Licht, wel-
ches als Messsignal erfasst wird.

Sowohl die normalen als auch die pathologischen Proben wurden mit SK und Gdn in unter-
schiedlichen Kombinationen behandelt. Der Effekt jeder Behandlung wird als Verhéltnis der
gemessenen Signale dargestellt: mit Behandlung/ohne Behandlung.

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Untersuchung beider Probentypen dargestellt und

anschlieBend verglichen.
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Folgende Verhiltnisse wurden festgelegt:
P+SK-G
P-SK-G
P-SK+G
P-SK-G

1) Plasmin-Effekt =

2) Guanidin-Effekt =

P+SK+G
P-SK+G

P+SK+G
P+SK-G

wobei P ist Probe, + bzw. — ist mit bzw. ohne Behandlung, SK ist Streptokinase-Aktivierung des

3) Plasmin-Effekt mit Guanidin=

4) Guanidin-Effekt mit Plasmin=

Plasminogens, G ist Guanidin-Behandlung.

Probe
-SK +SK
(PBS 1 h 37°C) (SK 1h 37°C)

-Gdn +Gdn -Gdn +Gdn
(PBS 1h (Gdn1h (PBS1h (Gdn 1h
3arec) 37°C) 37°C) 37°C)

ELISA

gespalten
nativ denaturiert gespalten und
denaturier

Abbildung 3. Probenbehandlung.
SK- Streptokinase; Gdn- Guanidin.

28



2.3 Auswertungsmethoden und Statistik

Fiir die Auswertung der unbekannten PrP-Konzentrationen wurde das Programm Magellan 2 der
Firma TECAN verwendet. Fiir die Berechnung und Darstellung verschiedener Regressionskur-
ven wurde SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc, Illinois, USA) angewendet.

Die Normalverteilung und Behandlungseffekte wurden mittels SPSS 16.0 (SPSS Inc, Illinois,
USA) untersucht. Die deskriptive Statistik wurde mit SPSS 16.0 und Microsoft Office Excel
2003 erstellt.
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3 Ergebnisse
3.1 Validierung des ELISA-Tests

3.1.1 Optimale Konzentration des Detektor-Antikorpers

Die optimale Konzentration des Detektor-Antikérpers wurde durch Titrieren ermittelt. Dabei
wurde auf das Signal-Rauschen-Verhéltnis (SNR- ,,signal-to-noise-ratio*) geachtet und die Kon-
zentration mit dem besten SNR iiber die ganze Verdiinnungsreihe und mit dem niedrigsten Vari-
ationskoeffizienten wurde fiir die weiteren Versuche ausgewihlt. Als Antigen wurde huPrPrec in
ELISA-Puffer verwendet.

In Abbildung 4 und Tabelle 3. sind die Ergebnisse einer Verdiinnungsreihe von huPrPrec in E-
LISA-Puffer mit verschiedenen Konzentrationen von SAF32-B und Capture-Antikorper 3F4
lug/ml dargestellt.

Fiir die Berechnung der Signal-Rauschen-Verhéltnisse wurden die einzelnen Signale jedes Punk-
tes der Verdiinnungsreihe durch das Signal des Puffers dividiert. Fiir die Konzentration von 62,5
ng/ml SAF32-B ergab die lineare Regression den besten Korrelationskoeffizienten sowie eine
gute Steigung der Gerade (y = ax + b) liber dem Konzentrationsbereich von 5 bis 0,02 ng/ml
(Tabelle 3.).
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Abbildung 4. Titrieren des Detektor-Antikorpers SAF32-B.
RLU- ,relative luminescence units“; PrP: huPrPrec- Konzentrationen von 10 bis 0,009 ng/ml. e 125 ng/ml
dAK; o 62,5ng/ml dAK; ¥ 32 ng/ml dAK. Es sind Mittelwerte von zwei unabhéngigen Messungen und die
Standardabweichungen dargestellt.

Prp 125 ng/ml SAF32 62,5 ng/ml SAF32 32 ng/ml SAF32
ng/ml | MW SD SRV | MW SD SRV | MW |SD SRV
10,000 | 124.361 | 12.313 | 9,9 | 128.029 | 6.583 | 14,9 | 75.310 | 5.904 | 11,5
5,000 | 128.159 [6.783 | 10,2 [ 98.586 |4.011 | 11,5 | 62.545 | 4.067 | 9,5
2,500 [89.890 |2.674 |72 |59.693 [2955]|7,0 |40.494]3.925|6,2
1,250 | 54.523 [3.290 |43 [40.300 |1.267 (4,7 |28.000]3.219 |43
0,625 |40.757 [4.513 |32 (28323 983 |33 |18.000]|1.045]|2,7
0,313 |29.883 [1.834 |24 [23.729 |1.014|2,8 |11.000]|1.563 1,7
0,156 |24.424 [1.032 |19 [20481 |786 |24 |8.665 |988 |13
0,078 | 22.363 | 966 1,8 [18.174 |545 |2,1 [7.695 |1.067 1,2
0,039 | 18941 [1.002 | 1,5 [16.751 [499 |20 |7.242 |1.206]1,1
0,020 | 17.441 [ 793 1,4 16384 |615 |19 [7.063 |539 |1,1
0,010 | 17.332 | 365 1,4 |16.071 |515 |19 |7.068 |723 |1,1

A 1,769 1,905 1,725
B 1,863 2,090 1,345
r’ 0,979 0,998 0,977

Tabelle 3. Titrieren des Detektor-Antikérpers SAF32-B.
PrP- humanes rekombinantes PrP¢. MW — Mittelwert in RLU; SD- Standardabweichung; SRV- Signal-Rauschen-
Verhiltnis; a- Steigung; b- y-Abschnitt; r*- Regressionskoeffizient der Gerade fiir SRV.
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Die Konzentration von 62,5 ng/ml SAF32-B war damit fiir die weiteren Untersuchungen am bes-
ten geeignet. Der Konzentrationsbereich von 0,02 bis 5 ng/ml wurde auch fiir die Eichkurve

verwendet.

3.1.2 Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitit (auch Nachweisgrenze oder LOD- ,,limit of detection®) wurde defi-
niert als die kleinste Menge Analyt, die vom Hintergrundsignal signifikant unterschieden werden
kann. Hierfliir wurde eine komplette Mikrotiterplatte mit ELISA-Puffer pipettiert und fiir die
Rohwerte (RLU) Mittelwert und Standardabweichung berechnet. Die angebliche Konzentration
des Hintergrundsignals + 3fache Standardabweichung wurde aus der Eichkurve berechnet. Da
die Verteilung der Signale von der Normalverteilung nicht signifikant unterschiedlich war (Kol-
mogorov-Smirnoff-Test p=0,200), kdnnte man daher behaupten, dass 99,7 % der Werte, die un-
ter dieser Konzentration ermittelt werden, aus Hintergrundsignalen stammen (z.B. unspezifische
Bindung der Reaktionsteilnehmer).

Das Problem der tatsdchlichen analytischen Sensitivitdt konnte unter diesen Bedingungen nicht
vollstdndig geklart werden. In einem komplexen Gemisch verschiedener Biomolekiile, wie z.B.
Plasma, sind auch andere Interaktionen zwischen den Testkomponenten (Antikorper, Biokonju-
gate u.a.) zu erwarten. Der ideale Null-Standard sollte alle Matrixkomponenten der Probe ohne
das zu untersuchende Analyt enthalten. Solche Proben liegen momentan fiir humane Prionen im
Plasma nicht vor. Daher ist es zu erwarten, dass sich die tatsdchliche Nachweisgrenze unseres

Tests von der hier ermittelten unterscheiden wiirde.

N | MW |SD VK% | ng/mi
96 | 14572 | 1153 |79 0,026

Tabelle 4. Analytische Sensitivitat.
MW: RLU-Mittelwert; SD- Standardabweichung; VK%- Variationskoeffizient.
Die Nachweisgrenze in ng/ml wurde aus der Eichkurve mit huPrPrec berechnet.

3.1.3 Linearitatsbereich
Als Linearititsbereich wird der Konzentrations-Bereich definiert, in dem das Verhéltnis von

Messsignal zu Konzentration der Messgrofle konstant ist. Typischerweise wird ab einer be-
stimmten Konzentration das Verhéltnis kleiner und die Kalibrationskurve knickt ab. Ab dieser
Konzentration miissen entsprechende Proben verdiinnt werden, damit die Messung wieder im
linearen Bereich liegt und in einfacher Weise vom Signal auf die Konzentration geschlossen

werden kann. Bei immunchemischen Messverfahren bestehen in der Regel komplexe Beziehun-
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gen zwischen Messsignal und Konzentration der Messgrofe, so dass ein Linearititsbereich nicht
gut abgrenzbar ist.

Um zu iiberpriifen, ob quantitative Messungen von PrP® im Humanplasma méglich sind, wurden
drei Proben Citratplasma von 1:10 bis 1:1280 durch Faktor 2 im ELISA-Puffer verdiinnt und
nachfolgend deren Konzentrationen aufgrund der Eichkurve mit huPrPrec bestimmt. Die ermit-
telten Konzentrationen wurden durch den Verdiinnungsfaktor multipliziert und die Wiederfin-

dung als Prozent gegeniiber dem Mittelwert wurde berechnet.

106 ~

105 ~ A\

Signal [RLU]

104 — T — T — T — T
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Abbildung 5. Plasmaverdinnungsreihen.

RLU- “relative luminescence unit”’; VF- Verdiinnungsfaktor. /A- huPrPrec; o- Plasmaprobe 1; - Plasmaprobe 2;
V - Plasmaprobe 3. Um den Vergleich zu erméglichen, wurde filir das huPrPrec als unverdiinnt eine Ausgangskon-
zentration von 50 ng/ml angenommen.

VE Probe 1 Probe 2 Probe 3

MW | SD % | MW |SD % | MW |SD %
10 35,200 | 2,464 | 77 | 39,000 | 1,521 | 72 | 33,480 | 2,143 | 85
20 45320 | 1,360 |99 | 51,480 |2,574 |95 | 35,640 | 1,176 |91
40 41,800 | 3,344 | 91 | 49,400 | 3,606 | 92 | 38,160 | 1,068 | 97
80 43,120 | 2,846 | 94 | 53,560 | 2,250 | 99 | 37,080 | 2,336 | 94
160 | 44,440 | 2,622 | 97 | 55,640 | 3,283 | 103 | 36,360 | 1,891 | 93
320 | 45,760 | 1,876 | 100 | 49,400 | 4,397 | 92 | 39,240 | 3,021 | 100
640 | 50,600 | 5,161 | 111 | 57,720 | 6,580 | 107 | 46,440 | 4,133 | 118
1280 | 59,840 | 6,822 | 131 | 75,400 | 9,877 | 140 | 47,880 | 5,458 | 122

Tabelle 5. Linearitat der quantitativen Messung von PrP® in Humanplasma.
VF- Verdiinnungsfaktor; MW- Mittelwert der PrP“-Konzentration in ng/ml aus doppelter Messung; SD- Standard-
abweichung; %- Wiederfindung in Prozent gegeniiber dem Gesamtmittelwert.
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Die Signale aus den Plasmaverdiinnungen und die typische Verdiinnungsreihe aus huPrPrec hat-
ten einen parallelen Verlauf im Bereich der niedrigeren Verdiinnungen und ab 1:320 konnte der
ELISA-Test zwischen den einzelnen Messpunkten nicht mehr unterscheiden. In dem Bereich
von 1:20 bis zu 1:320 unterschieden sich die gemessenen PrP¢-Plasmakonzentrationen weniger
als 10 % voneinander (Tabelle 5). Daher wurde der Bereich von 1:20 bis 1:320 als Linearitétsbe-
reich fiir quantitative Messungen des PrP® im Humanplasma angenommen. Dieser Bereich ist
vergleichbar mit den Angaben anderer Autoren zu den Linearitétsbereichen der ELISA-Tests fiir

PrP in Plasma. (61, 161).

3.1.4 Prazision

Die Prézision wurde in Serie und von Tag-zu-Tag untersucht. Dabei wurden fiir serielle Untersu-
chungen drei Plasmaproben in 16 Kavititen pipettiert und filir die aus der Eichkurve ermittelten
Konzentrationen der Mittelwert, die Standardabweichung und der Variationskoeffizient berech-
net.

Fiir Untersuchungen von Tag-zu-Tag wurden die gleichen drei Proben 5 Tage nacheinander in
vier Kavititen pipettiert. Fiir die aus der Eichkurve ermittelten Konzentrationen wurden Mittel-
wert, Standardabweichung und Variationskoeffizient berechnet.

Ein Gesamtvariationskoeffizient von 8,3 % wurde fiir alle Proben in der Prézisionsuntersuchung
ermittelt. Die meisten VK lagen unter 10 % (Tabelle 6). Somit ist dieses Leistungsmerkmal des
Tests vergleichbar mit den dhnlich aufgebauten ELISA-Tests anderer Autoren (4, 61, 161).

_ : VK%

Mittlere Konzentration ng/ml in Seric | Tag-zu-Tag
Probe 1 48,7 5.7 8,8
Probe 2 41,9 4,6 7,7
Probe 3 26,8 7.3 11,5

Tabelle 6. Prazisionsmerkmale des Tests.
Es wurden drei Plasmaproben untersucht (s. Kap.3.1.4). VK%- Variationskoeffizient in %.

3.1.5 Wiederfindung (Recovery)

Die Richtigkeit eines quantitativen Tests kann man durch drei Methoden {iberpriifen:
— Vergleich der Ergebnisse mit akzeptiertem Priifverfahren

— Anwendung des Verfahrens auf ein Referenzmaterials
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— Aufstockung des Analyts in der Probe.

Als geeignete Methode bei diesem Test wurde das dritte Verfahren ausgewiahlt.

Die Wiederfindungsrate wurde folgenderweise untersucht: zu 100 ul von je vier verschiedenen
Plasmaproben wurde jeweils 100 pl 25, 6,25 und 1,562 ng/ml huPrPrec zugegeben. Die Proben
wurden 1:20 in ELISA-Puffer verdiinnt und die Konzentrationen mit unserem Test bestimmt.
Die Wiederfindungsrate wurde nach folgender Formel berechnet:

gemessene Konzentration/erwartete Konzentration x 100 = Wiederfindungsrate in %.

Dabei wurde der Verdiinnungsfaktor beachtet.

In Tabelle 7. sind die Ergebnisse der Aufstockungsversuche dargestellt. Im Allgemeinen streute
die Wiederfindungsrate von 92 % bis zu 107%. Dies bedeutet eine Unrichtigkeit von weniger als

10 % und ist daher mit den tiblichen ELISA-Methoden vergleichbar.

Zugegebenes erwartet | gemessen | Wiederfindungsrate
huPrbrec | momi] | fng/ml] | [%]
[ng/ml] g g 0
0 43,500 43,500 100
Probe 1 25 34,250 36,015 105
6,25 24,875 23,937 96
0 51,305 51,305 100
Probe 2 25 38,153 40,814 107
6,25 28,778 28,136 98
1,562 26,434 25,698 97
0 37,730 37,730 100
Probe 3 25 31,365 32,103 102
6,25 21,990 21,314 97
1,562 19,646 18,091 92
0 39,782 39,782 100
Probe 4 25 32,391 31,735 98
6,25 23,016 23,684 103
1,562 20,672 21,429 104

Tabelle 7. Ergebnisse der Wiederfindung-Versuche.
Drei verschiedene Konzentrationen huPrPrec wurden zu vier verschiedenen Plasmaproben zugegeben; die Proben
danach (1:20 verdiinnt) wurden in ELISA gemessen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das humane PrP® im Plasma unter Benutzung des hier
beschriebenen und verwendeten ELISA-Tests sensitiv und quantitativ reproduzierbar nachzu-

weisen ist.
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3.2 PrP-Spaltung im Plasma mittels Streptokinase-aktiviertes
Plasminogen

3.2.1 Streptokinase-Konzentration
Fiir die Untersuchung der optimalen Streptokinase(SK)-Konzentration zur Aktivierung des en-

dogenen Plasminogens wurden drei Plasmen mit folgenden PrP-Konzentrationen ausgewahlt:
Probe 1- 43,780 ng/ml; Probe 2- 36,200 ng/ml und Probe 3- 57,140 ng/ml. Fiir jede Probe wur-
den vier SK-Konzentrationen (Endkonzentration) ausgetestet: 6, 22, 44 und 85 kU/ml. Die Pro-
ben wurden drei Tage nacheinander untersucht und die Mittelwerte einzelner Messungen fiir
weitere Analysen verwendet.

Um eine einheitliche Darstellung der Ergebnisse zu gewihrleisten, wurden die Signale (RLU)
einzelner Messungen auf dem Ausgangssignal (vor der SK-Zugabe) der entsprechenden Probe
normiert: Signal nach SK-Zugabe/Signal vor SK-Zugabe. Somit lasst sich der SK-Effekt (bzw.
PrP-Spaltung nach SK-Aktivierung des Plasminogens) leichter zwischen den Proben mit unter-
schiedlichen PrP-Ausgangskonzentrationen vergleichen. In Abbildung 6. sind die ermittelten
Konzentrationen fiir die einzelnen Proben in Abhédngigkeit von der Zeit dargestellt.

In Abbildung 7. sind die Daten aus Abbildung 6. zusammengefasst.

Die nichtlineare Regressionsuntersuchung der einzelnen Messpunkte jeder SK-Konzentration
ergab eine vier-parameter-logistische Kurve mit Regressionskoeffizienten r* von 0,967 bis 0,999.
Diese Kurven sind dhnlich der Kurven einer enzymatischen Reaktion, bei der das Produkt der
enzymatischen Spaltung gemessen wird. In unserem Test wird jedoch immer die Substratkon-
zentration (PrP) gemessen. Daher zeigt der Spaltungsverlauf am Anfang bei 6 kU/ml eine flache
Anfangsphase, in der kaum Anderungen in der PrP-Restkonzentration zu beobachten sind (,,lag-
Phase®). Bei den hoheren SK-Konzentration ist diese Phase sehr kurz, so dass sie mit dieser
Messmethode nicht oder nur sehr schwach zu erfassen ist. Danach folgte ein rascher Abfall der
Restkonzentrationen und zwar konzentrationsabhédngig: je hoher die SK-Konzentration, desto
steiler der Konzentrationsabfall. AnschlieBend zeigte sich wiederum ein flacher Ablauf (ab 20. —
30. Minute), bei dem sich die einzelnen Konzentrationen sehr schwach von einander unterschie-
den, da die Spaltungsgeschwindigkeit bei sehr niedrigen Substratkonzentration (PrP) geringer
wird.

Die SK-Konzentrationen von 44 kU/ml und 85 kU/ml zeigten keine wesentlichen Unterschiede
in der Spaltungsgeschwindigkeit, besonders von der 40. bis zur 60. Minute. Diese beiden SK-

Konzentrationen zeigten auch gute Variationskoeffizienten von 10,3%. Dies spricht dafiir, dass
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die maximale Plasminogenaktivierung unter diesen Testbedingungen erreicht wurde. Daher wur-
de die SK-Konzentration von 44 kU/ml fiir die weiteren Tests ausgewdhlt.

Nach 60 Minuten Spaltung betrug die niedrigste PrP-Restkonzentration 0,648 ng/ml (85 kU/ml
SK) und lag damit deutlich {iber die Nachweisgrenze des Tests (0,026 ng/ml). Eine Spaltung mit
Endkonzentrationen unter der Nachweisgrenze in diesem Zeitraum (60 Minuten) ist uns nicht
gelungen. Nach 60 Minuten Inkubation der Plasmen mit 44 kU/ml SK wurden nur noch
zwischen 19 und 21 % der PrP-Ausgangskonzentration nachgewiesen, das bedeutet eine
80%-Spaltung der nachweisbaren PrP-Molektlen mit diesem Test.

Die nicht vollstindige Spaltung des PrP® unter unseren Testbedingungen konnte der Verwen-
dung von nativem Plasma zugeschrieben werden. Einerseits sind die Verhiltnisse En-
zym/Substrat bezogen auf Plasmin und PrP vorgegeben (soweit die Konzentrationen beider Re-
aktionsteilnehmer nicht zu beeinflussen sind) und offensichtlich nicht optimal. Die Plasminogen-
Konzentration einzelner Proben wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, sondern nur die Plasmi-
nogen-Aktivitit. Die durchschnittliche Plasminogen-Konzentration in normalem Humanplasma
wird mit 2 uM angegeben (83). Unter Annahme einer durchschnittlichen PrP-Konzentration im
Citratplasma von 45,71 ng/ml und einem PrP-Molekulargewicht von 35 kDa (diglykosyliert),
wiirde dies eine PrP-Konzentration von 1,3 nM bedeuten. Somit liegt das Verhiltnis Plasmino-
gen/PrP (Enzym/Substrat) in unseren Proben durchschnittlich bei ca. 1500:1. Bei den meisten
enzymatischen Reaktionen ist aber das Substrat in groBem molarem Uberschuss gegeniiber dem
Enzym vorhanden.

In einem komplexen Gemisch wie Plasma, ist das Primérsubstrat des Plasminogens (Fi-
brin/Fibrinogen) in einem Uberschuss vorhanden und die natiirlichen Plasmin-Inhibitoren wie
z.B. ap-Antiplasmin und a,-Makroglobulin sind im Gleichgewicht mit der Plasmin/Plasminogen-
Konzentration. Das SK-Plgn Komplex wird durch a,-Antiplasmin inhibiert, wenn dieses in mo-
larem Uberschuss im Reaktionsgemisch vorliegt (32). Da mit niedrigeren SK-Konzentrationen
keine PrP-Spaltung beobachtet wurde, konnte die Zugabe von SK in molarem Uberschuss ge-
geniiber dem Plasminogen, wie in unserem Test erfolgt, die Bindung des a,-Antiplasmins an

dem SK-Plgn-Komplex unterdriicken und somit die Spaltung von PrP erlauben.
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Abbildung 6. PrP-Restkonzentrationen in drei Plasmaproben nach SK-Zugabe.
e 6 kU/ml SK; o 22 kU/ml SK;V¥ 44 kU/ml SK; A 85 kU/ml SK. Es sind die Mittelwerte und die Standardabwei-
chungen von drei unabhingigen Messungen dargestellt.
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Abbildung 7. PrP-Restkonzentrationen als % von der Ausgangskonzentration.

e 6 kU/ml SK; o 22 kU/ml SK; V¥ 44 kU/ml SK; A 85 kU/ml SK. Es sind die Mittelwerte von den drei Proben und
die Standardabweichungen dargestellt.

Die moglichen Interferenzen der SK wurden ebenfalls untersucht. In jedem Versuch wurde dem
ELISA-Puffer die entsprechende Konzentration SK zugesetzt und mit den Hintergrundsignalen
des Puffers allein verglichen. Die Signale fiir jede SK-Konzentration sind in Abbildung 8. darge-
stellt. Der t-Test fiir verbundene Stichproben ergab keine statistisch signifikanten Differenzen

zwischen den Hintergrundsignale von ELISA-Puffer und von SK-ELISA-Puffern (p>0,2 fiir alle

Konzentrationen).
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Abbildung 8. Streptokinase-Interferenz im ELISA-Test.
Die angegebenen SK-Konzentrationen wurden zum ELISA-Puffer zugegeben und parallel mit der Leerwertprobe
untersucht.

Auch eine eventuelle PrP-Spaltung von anderen, im Plasma vorhanden Proteasen wurde unter-
sucht. Jede Probe wurde ohne Zugabe von SK parallel inkubiert und bei entsprechenden Zeit-
punkten gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9. dargestellt. Es wurde einen durch-
schnittlichen VK von 3,5 % beobachtet und somit keine signifikante Anderung in der PrP-

Konzentration angenommen.
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Abbildung 9. PrP-Konzentration im Citratplasma ohne SK-Zugabe.
Es sind die Mittelwerte aus zwei Messungen und die Standardabweichungen von drei Proben dargestellt.

3.2.2 Abhéangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Temperatur

Die enzymatischen Reaktionen, wie im vorliegendem Fall die Spaltung von PrP durch Plasmin,
sind streng temperaturabhdngig. Im Rahmen der Optimierung dieser Methode wurde die Spal-
tungsrate bei verschiedenen Temperaturen tliberpriift. Dafiir wurde zu zwei Citratplasmen an ver-
schiedenen Tagen 44 kU/ml SK zugesetzt und bei 4°C (Kiihlschrank), 25°C (Raumtemperatur),
37° und 42°C (Wasserbad) fiir 60 Minuten inkubiert. In bestimmten Zeitabstinden wurde ein
Aliquot abgenommen, mit Aprotinin (ein Plasmininhibitor, der die Spaltungsreaktion stoppt)
versetzt und die PrP-Restkonzentrationen gleichzeitig in unserem Test bestimmt.

Die Ergebnisse fiir jeden Zeitpunkt (als Prozent der Ausgangskonzentration) sind in Abbildung

10 zusammengefasst.
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Abbildung 10. PrP-Spaltung nach SK-Zugabe bei verschiedenen Temperaturen.

Es sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von zwei Messungen als Prozent von der Ausgangskonzent-
ration dargestellt. ® 4°C; 0 25°C; ¥37°C; A 42°C

Aus diesen Daten ist es zu erkennen, dass die nachweisbaren PrP-Restkonzentrationen nach einer
Stunde Inkubation bei 4°C bei 60 % des Ausgangswertes liegen. Demgegentiber zeigen die PrP-
Restkonzentrationen fiir die anderen Temperaturen einen raschen Abfall in den ersten zwanzig
Minuten und ab der 40. Minute erreichen sie einen fast plateaudhnlichen Verlauf. Am Ende der
Inkubationszeit konnte bei Raumtemperatur 29 % der Ausgangskonzentration nachgewiesen
werden, bei 37°C- 19 % und bei 42°C- 22%. Da zwischen 37°C und 42°C kein signifikanter Un-
terschied gefunden wurde, wurde die Temperatur von 37°C fiir alle nachfolgenden SK-
Behandlungen der Proben ausgewahlt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die PrP-Spaltung durch Streptokinase-aktiviertes
Plasmin im Humanplasma in unserem ELISA-Test nachweisbar und mit einem allgemei-
nem Variationskoeffizient von 10,3 % gut reproduzierbar ist. Nach einer Stunde Plasmi-

neinwirkung bei 37°C lasst sich ca. 20 % der Ausgangskonzentration an PrP nachweisen.
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3.3 Auswirkung des Guanidins auf den ELISA-Test

Es wurde eine Verdiinnungsreihe von Citratplasma im ELISA-Puffer hergestellt. Zu 100 pl von
jeder Probe wurde 100 ul 8 M Gdn zugegeben und bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. Danach
wurden die Proben weiterhin mit ELISA-Puffer verdiinnt, so dass es folgende Endkonzentratio-
nen von Gdn entstanden: 0,8 M; 0,4 M und 0,2 M. Nachfolgend wurde die ELISA durchgefiihrt.
Als Kontrolle dienten dieselben Proben ohne Zugabe von Gdn. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 11. und Tabelle 8. dargestellt. Es zeigte sich, dass quantitative Messungen von Plas-
ma-PrP in 0,2 M Guanidin moglich sind.

Signal [RLU]

Ve 80

Abbildung 11. Effekt des Guanidins auf den Capture-Antikdrper in ELISA.
VF- Verdiinnungsfaktor; Gdn [M]- molare Endkonzentration des Guanidins;
als Kontrolle wird dieselbe Plasmaverdiinnungsreihe ohne Gdn angezeigt (0).

VF 0,8 M 04M 02M
20 0,47 0,81 1,03
40 0,49 0,80 1,15
80 0,42 0,81 1,08

Tabelle 8. Verhéltnis nativ/denaturiert fur Plasmaproben mit Guanidin.

VF- Verdiinnungsfaktor; es sind die Verhéltnisse Plasma ohne Guanidin/Plasma mit Guanidin fiir die unterschiedli-
chen Verdiinnungen und Endkonzentrationen von Guanidin dargestellt.

43




3.4 Nachweis von Hamster-PrP: nativ und denaturiert

Um plausible Aussagen bei der Arbeit mit einem PrP-Gemisch aus verschiedenen Spezies (Hu-
manplasma und Hamsterhirnhomgenisat) zu treffen, muss die Moglichkeit zur quantitativen
Messungen auch fiir das Hamster-PrP gesichert werden.

Dafiir wurden 100 pl von den beiden Hirnhomogenisaten (sowohl von nicht erkrankten Tiere- N-
Reihe als auch von an Scrapie erkrankten Tiere- S-Reihe) mit 150 pl PBS gemischt und weiter-
hin mit PBS durch Faktor 2 bis 1 : 320 verdiinnt. Beide Verdiinnungsreihen wurden in zwei Teile
geteilt, bezeichnet als nativ und denaturiert. Zu jeder Probe der nativen Reihen wurde das gleiche
Volumen PBS zugesetzt und zu den denaturierten Reihen das gleiche Volumen 8 M Gdn. Alle
Proben wurden parallel fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurde jede Probe mit ELI-
SA-Puffer 1:20 verdiinnt und in unserem ELISA zweifach ausgetestet. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 12. dargestellt.
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Abbildung 12. Nachweis von Hamster-PrP.
RLU-, relative luminescence units*; VF- Verdiinnungsfaktor e natives N-Hirnhomogenisat; o denaturiertes N-
Hirnhomogenisat; A natives S-Hirnhomogenisat; ¥ denaturiertes S-Hirnhomogenisat .

Bei der denaturierten S-Reihe konnte eine Verdiinnung von 1: 12 800 und bei den anderen drei
Reihen- von 1: 6 400 (Endverdiinnung) signifikant nachgewiesen werden. Die Variationskoeffi-
zienten streuten zwischen 0,4 % und 14,2 %. Es wurde auch festgestellt, dass die denaturierte S-

Reihe niedrigere Streuung einzelner Messungen zeigte als die native Reihe (VK durchschnittlich
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3,7 % bzw. 6,7 %). Bei den N-Reihen war das umgekehrt: VK durchschnittlich 5,1 % fiir die
native Reihe bzw. 6,7 % fiir die denaturierte Reihe. Alle vier Probenreihen zeigten eine sehr gute
und statistisch signifikante Korrelation des gemessenen Signals gegeniiber der Verdiinnung-
Korrelationskoeffizienten r* > 0,987. Somit lasst sich sagen, dass quantitative Messungen von
Hamster PrP in diesem Test mdglich sind.

Die Signale von beiden nativen Homogenisaten (aus N- und S-Hirn) zeigten in unserem Test
sehr dhnliche Signalstirke bei den entsprechenden Verdiinnungspunkten. Da der 3F4 nur PrP®
im nativen Zustand erkennt, ist anzunehmen, dass die PrPC-Konzentration in unseren
Hamsterhirnhomogenisaten, sowohl in dem pathologischen, als auch in dem normalen, sehr &hn-
lich ist.

Die Behandlung beider Homogenisat-Reihen mit Gdn fiihrte zur Signalerh6hung. Diese Erho-
hung war in den N-Reihen schwécher ausgeprigt als in den S-Reihen. Eine Zusammenfassung

des Signalverhiltnisses denaturiert/nativ ist in Tabelle 9. dargestellt.

EV N-Hirn | S-Hirn

100 1,07 2,98
200 1,34 3,78
400 1,32 3,94
800 1,33 3,30

1 600 1,35 3,52
3200 1,32 3,19
6 400 1,25 3,42
12800 | 1,15 2,16

Tabelle 9. Verhaltnis denaturiert/nativ fir die Hamsterhirnhomogenisate.

EV- Endverdiinnungsfaktor. Die Homogenisate wurden in ELISA-Puffer verdiinnt und danach wie oben beschrie-
ben mit Gdn denaturiert. AnschlieBend wurden diese in ELISA ausgetestet. Die Signale jedes Verdiinnungspunktes
aus den denaturierten Reihen wurden durch das entsprechende Signal der nativen Reihen dividiert.

Die Behandlung mit Gdn fiir eine Stunde des N-Homogenisats fiihrte zu einer durchschnittlichen
Signalerhdhung von 127%. Diese Erhohung ist weitgehend konstant iiber die ganze Verdiin-
nungsreihe mit leicht abfallender Tendenz mit der abfallenden Konzentration. Die S-Proben nach
dieser Behandlung zeigten auch eine relativ konstante Signalerhohung aber viel starker als diese
bei den N-Proben (329 %). Die nicht ausreichende Sensitivitdt des Tests bei den letzten zwei
Verdiinnungen konnte der Grund fiir die schwécheren Guanidin-Effekte (denaturiert/nativ) sein.

Die Signalerhhung bei den N-Proben konnte dem vollstindigen Entfalten der PrP“-Molekiile

und dem daher verbesserten Zugang auf dem linearen 3F4-Epitop zugeschrieben werden. Es ist
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unwahrscheinlich, dass auch fiir SAF32 die Entfaltung eine Rolle spielt, da das Epitop dieses
Antikdrpers auf dem N-terminalen unstrukturierten Teil des Molekiils liegt.

Die Signalerhdhung bei den S-Proben kénnte dem Entfalten der PrP€-Molekiile und besonders
der PrP**-Molekiile und dem daher freizugénglichen 3F4-Epitops zugeschrieben werden.

Da wir in dieser Arbeit iiber kein rekombinantes Hamster-PrP verfligten, um genaue Konzentra-
tionsbestimmungen durchzufiihren, wurde fiir die Versuche mit aufgestockten Plasmen entschie-

den, die Signale und nicht die Konzentrationen der Proben miteinander zu vergleichen.

3.5 PrP-Nachweis im Plasma mit N-Hirn
In Abbildung 13. sind die ermittelten Signale als RLU gegeniiber der Verdiinnung des N-

Hirnhomogenisats im Plasma dargestellt. In der Tabelle 10 sind die Behandlungseffekte mit den
entsprechenden Standardabweichungen aufgelistet und in Abbildung 14. graphisch dargestellt.
Die SK-Behandlung dieser Proben fiihrte zu einem Abfall der gemessenen Signale, dies spiegelte
die Erfassung des restlichen PrP® nach Plasmin-Spaltung wider und war statistisch signifikant
(p<0,05) (Tabelle 10). Die festgestellte Spaltungsrate mit durchschnittlich 62 % war niedriger als
die bei den Plasmaproben allein (Kap. 3.1.). Der Grund dafiir konnte sein, dass hier eine andere
Berechnungsmethode verwendet wurde, (Signalverhéltnis vs. Konzentrationsverhiltnis bei Plas-
maproben) und andererseits die Tatsache, dass hier meistens andere Plasmin/PrP-Verhiltnisse
eingesetzt wurden. Eine verminderte Substratspezifitit des Plasmins fiir Hamster-PrP ist auch
denkbar, da die Spaltungsrate bei den niedrigeren Verdiinnungen héher war, als bei den hoheren
Verdiinnungen, wo das Plasma-PrP einen groeren Anteil an den gesamten PrP hat (Tabelle 10.).
Der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant.

Die Behandlung der N-Hirn-Plasmaproben mit Gdn nach Plasmin-Spaltung fiihrte zur Signaler-
héhung im Vergleich zum SK-Behandlung ohne Gdn. Dies ist leicht zu erklidren, nachdem man
den Effekt von Gdn allein betrachtet: die Gdn-Zugabe zu den Proben ohne Plasmin-Spaltung
verursacht eine Erhohung der ermittelten Signale. Die Gdn-Zugabe nach Plasmin-Spaltung fiihrt
somit zur Erhéhung der Signale von dem Rest-PrP® (nicht gespaltenen PrP%) und zwar gleicher-
mafen, wie im Fall mit nicht gespaltenen Proben. Daher war der Plasmin-Effekt nach Gdn nicht
signifikant unterschiedlich von dem Plasmin-Effekt ohne Gdn (0,62+0,03 bzw. 0,63%0,03;
p=0,882; Tabelle 10.).

Die Denaturierung der nicht gespaltenen Proben mit Guanidin fiihrte zu einer statistisch signifi-
kanten (p<0,05) Signalerh6hung um durchschnittlich 31 % und blieb {iber die ganze Verdiin-
nungsreihe fast unverindert. Der Gdn-Effekt mit Plasmin ist per definitionem ein Verhéltnis von

denaturiertem Rest-PrP© zu dem nativen Rest-PrP© (Gleichung 1) und daher sind auch hier keine
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signifikanten Unterschiede zu erwarten. Die Untersuchungsergebnisse unterstiitzten diese Theo-
rie, die beiden Effekte waren sehr &hnlich (Gdn-Effekt= 1,31+0,06; Gdn-Effekt mit
PIn=1,30+0,04; p=0,399; s. Tabelle 10). Auffillig war die steigende Streuung des Gdn-Effekts
mit Plasmin mit steigendem Titer (bis zu 25 % Variationskoeffizient), als die des Gdn-Effekts
allein.

Die Erklirung fiir die erhohte Wiederfindung von PrP® nach Gdn-Behandlung bei N-Hirn-
Plasmaproben, die nur PrPC enthalten, konnte man durch die Probenherkunft in dem Gemisch
erkldren. Bei reinen Plasmaproben, frei von Zellen und Zelldebris, flihrte die Gdn-Zugabe zu ei-
ner leichten (max. 20 %) bis gar keinen Erhdhung des gemessenen Signals (Kap. 3.3.), wahr-
scheinlich durch verbesserten Zugang der Antikérper an die Bindungsstelle nach der vollstandi-
gen Entfaltung der PrP-Polypeptidkette. In den Proben von Hirnhomogenisat, trotz der Zell-
debris-Sedimentierung durch eine leichte Zentrifugation, verbleiben noch Zellmembranreste in
der Losung. Daher trug die Extraktion des membrangebundenen PrP durch Gdn, 0,1 % Sarkosyl
erreicht offensichtlich keine vollstandige Extraktion, zur Signalerhohung stirker bei.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse nach Plasminspaltung groere Streuung. Die Denaturierung der
Proben erhohte die Messsicherheit im Sinne der Reduktion des Variationskoeffizienten (VK-
Mittelwert fiir Pln-Effekt ohne Gdn gegeniiber Pln-Effekt mit Gdn: 11,3 % bzw. 6,9 %, VK-
Mittelwert fiir Gdn-Effekt mit Pln gegeniiber Gdn-Effekt ohne Pln: 11,7 % bzw. 5,1 %).
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Abbildung 13. Plasma mit N-Homogenisat.

Signalstdrke nach unterschiedlichen Behandlungen gegeniiber der Verdiinnung des Homogenisats. Es sind Mittel-
werte und Standardabweichungen von drei unabhingigen Untersuchungen dargestellt. RLU- , relative luminescence
units®“. VF- Endverdiinnungsfaktor

o nach Gdn; e nativ; ¥ nach SK und Gdn; A nach SK.

Die Regressionskurven sind durch nichtlineare Regression erstellt; 1">0,98. Da das Homogenisat im Plasma ver-
diinnt ist, zeigen die Kurven einen flachen Verlauf bei den hdheren Verdiinnungen (Plasma-PrP ist iiber die ganze

Verdiinnungsreihe konstant).

10°

PIn-Effekt PIn-Effekt Gdn-Effekt Gdn-Effekt
VF ohne Gdn SD mit Gdn SD ohne PIn SD mit Pln SD
100 0,43 0,05 0,42 0,02 1,37 0,16 1,33 0,05
200 0,37 0,01 0,39 0,04 1,23 0,04 1,29 0,11
400 0,39 0,04 0,40 0,03 1,35 0,05 1,37 0,09
800 0,35 0,05 0,35 0,06 1,35 0,06 1,33 0,00
1 600 0,38 0,09 0,38 0,02 1,32 0,05 1,32 0,33
3200 0,38 0,05 0,41 0,01 1,27 0,13 1,36 0,29
6 400 0,37 0,03 0,37 0,01 1,35 0,03 1,35 0,21
12 800 0,34 0,02 0,34 0,01 1,33 0,02 1,31 0,15

Tabelle 10. Plasma mit N-Homogenisat- alle Effekte.
VF- Endverdiinnungsfaktor; SD- Standardabweichung.
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Abbildung 14. Plasma mit N-Homogenisat- alle Effekte.
Es sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von drei unabhéngigen Messungen dargestellt. VF- Endver-
diinnungsfaktor; o Gdn-Effekt mit Pln; ® Gdn-Effekt ohne Pln; ¥ Pln-Effekt ohne Gdn; A Pln-Effekt mit Gdn.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei Proben, die ausschlieRlich PrP€ enthalten, der
Plasmin-Effekt kleiner als 1 (Plasmin-Spaltung) und nicht signifikant abhangig von der
PrP-Ausgangskonzentration ist und dass der Guanidin-Effekt durchschnittlich 1,3 betragt
und auch Plasmin- und PrP-Konzentrationsunabhangig ist (Abbildung 14.).

3.6 PrP-Nachweis im Plasma mit S-Hirn
In Abbildung 15. sind die ermittelten Signale als RLU gegeniiber der Verdiinnung des S-

Hirnhomogenisats im Plasma dargestellt. In der Tabelle 11. sind die Behandlungseffekte mit den
entsprechenden Standardabweichungen aufgelistet und in Abbildung 16. graphisch dargestellt.
Der Effekt der Plasmin-Spaltung war bei diesen Proben auch deutlich zu erkennen (Abbildung
15.) und die Signaldnderung bei den beiden Behandlungsreihen- mit Gdn und ohne Gdn war
auch statistisch signifikant (p<0,05 fiir beide). Dariiber hinaus unterschieden sich die PIln-Effekte
mit und ohne Gdn auch statistisch signifikant (p<0,05). Es wurde auch eine starke Abhingigkeit
des Plasmin-Effekts mit Guanidin von dem S-Hirnhomogenisat-Verdiinnung beobachtet
(r’=0,987; Abbildung 16.).

Es wurde erwartet, dass sowohl die normalen, als auch die pathologischen Prionen nach ihrer
Guanidin-induzierten Entfaltung vom Test erfasst werden konnen. Und tatséchlich, die hochsten

Signale bei den parallelen Verdiinnungen wurden immer bei den denaturierten Proben ohne
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Spaltung gemessen. Da der Anteil der humanen Plasmaprionen {liber die ganze Reihe weitgehend
konstant ist, ist es anzunehmen, dass der Gdn-Effekt hauptsdchlich von dem zugegebenen Hams-
ter-S-Hirnhomogenisat stammt. Auch die festgestellten Signale nach Plasmin-Spaltung und De-
naturierung waren hoher als diese nach alleiniger Plasmin-Spaltung. Dies deutet darauf hin, dass
die Signale der Gdn-unbehandelten Probenreihen hauptsichlich vom PrP¢ stammten und die
Signale aus der Guanidin-behandelten-Reihen- von den beiden PrP-Isoformen (gesamt PrP=
PrP€ +PrP*°). Somit ist der signifikante Unterschied zwischen den beiden Plasmin-Effekte bei
den S-Hirn-Plasmaproben gut zu erkldren.

Der Gdn-Effekt bei den nicht gespaltenen Proben und der Gdn-Effekt mit Pln zeigten eine statis-
tisch signifikante (p<0,05) Signalerhohung und beide verminderten ihren Wert mit der Steigung
der S-Hirnhomogenisat-Verdiinnung (Abbildung 16. und Tabelle 11.). Durch die Verdiinnung
des S-Hirnhomogenisats im Plasma wird der Anteil der pathologischen Prionen im Vergleich zu
den normalen immer kleiner, welcher sich im abfallenden Verlauf der entsprechenden Kurve
(Abbildung 15.), sowie bei dem Gdn-Effekt und bei dem Gdn-Effekt mit Pln, widerspiegelt.

Die Verhiltnisse denaturiert/nativ (Gdn-Effekte) waren fast immer héher nach SK-Behandlung
als diese ohne SK-Behandlung iiber die ganze Verdiinnungsreihe (Tabelle 11.). Durch die groBe-
re Streuung der einzelnen Werte des Gdn-Effekts mit Plasmin unterschieden sich aber nur ten-
denziell voneinander (p=0,084).

Es wurde eine Streuung der Ergebnisse zwischen 0,3 % und 19,4 % VK beobachtet. Der Pln-
Effekt ohne Gdn zeigte einen durchschnittlichen VK von 5,2 % und somit lag er eindeutig nied-
riger als der VK des Pln-Effekts mit Gdn: 9,5 %. Der Gdn-Effekt ohne Pln zeigte eine kleinere
Streuung als der Gdn-Effekt mit Pln: von 0,7 % bis 4,3 % bzw. 2,6 % bis 15,6 %.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei Proben, die sowohl PrPC als auch PrPSc ent-
halten, der Plasmin-Effekt allein auch kleiner als 1 (Plasmin-Spaltung), jedoch die Zugabe
des Guanidins zu einer PrP-Konzentrationsabhéngigen Erhéhung des Messsignals fuhrt.

Die Plasmin-Behandlung der Proben vor Guanidin-Zugabe verstarkt diesen Effekt.
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Abbildung 15. Plasma mit S-Hirnhomogenisat.

Signalstdrke nach unterschiedlichen Behandlungen gegeniiber der Verdiinnung des S-Hirnhomogenisats im Plasma.
Es sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von drei Untersuchungen dargestellt. RLU- ,relative lumi-

nescence units*; VF- Endverdiinnungsfaktor.

o nach Gdn; ¥ nach SK und Gdn; e nativ; A nach SK.
Die Regressionskurven sind durch nichtlineare Regression erstellt; 1">0,97. Da das Homogenisat im Plasma ver-
diinnt ist, zeigen die Kurven fiir native Proben einen flachen Verlauf bei den hdheren Verdiinnungen (Plasma-PrP ist

iiber die ganze Verdiinnungsreihe konstant).

10°

PIn-Effekt PIn-Effekt Gdn-Effekt Gdn-Effekt
VF ohne Gdn SD mit Gdn SD ohne PIn SD mit Pln SD
100 0,37 0,02 0,76 0,06 3,91 0,05 8,12 0,11
200 0,38 0,00 0,75 0,06 3,09 0,13 6,02 0,21
400 0,44 0,02 0,76 0,11 2,57 0,04 4,40 0,41
800 0,37 0,01 0,59 0,10 2,08 0,01 3,29 0,55
1 600 0,39 0,02 0,54 0,08 1,73 0,05 2,37 0,19
3200 0,37 0,07 0,47 0,03 1,50 0,06 1,88 0,15
6 400 0,38 0,00 0,48 0,00 1,24 0,05 1,55 0,06
12 800 0,40 0,02 0,31 0,02 1,28 0,04 1,01 0,03

Tabelle 11. PS- alle Effekte.

VF- Endverdiinnungsfaktor; SD- Standardabweichung.
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Abbildung 16. PS-Behandlungseffekte.

10°

Es sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von drei Messungen dargestellt.
VF- Endverdiinnungsfaktor; o Gdn-Effekt mit Pln; ® Gdn-Effekt ohne Pln; A Pln-Effekt mit Gdn; ¥ Pln-Effekt

ohne Gdn.

3.7 Vergleich der Ergebnisse von normalen und pathologischen

Proben

In diesem Kapitel werden die einzelnen Behandlungseffekte bei normalen und pathologischen

Proben verglichen.

PIn-Effekt | PIn-Effekt

ohne Gdn | mit Gdn
VF PN |PS |PN |PS
100 0,43 (0,37 1042 | 0,76
200 0,37 | 0,38 | 0,39 | 0,75
400 0,39 | 0,44 | 0,40 | 0,76
800 0,35 (0,37 | 0,35 | 0,59
1600 |0,38 (0,39 0,38 | 0,54
3200 |0,38]0,37|0,41 0,47
6400 |0,37 0,38 0,37 | 0,48
128001 0,34 |1 0,40 | 0,34 | 0,31

Tabelle 12. Plasmin-Effekte fiir die beiden Probenreihen.
Pln- Plasmin; Gdn- Guanidin; PN- Humanplasma mit N-Hirnhomogenisat; PS- Humanplasma mit S-

Hirnhomogenisat; VF- Endverdiinnungsfaktor.
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Der Pln-Effekt ohne Gdn (%) unterschied sich nicht signifikant zwischen den beiden

Reihen (p=0,292). Das ldsst uns annehmen, dass die PrP¢-Spaltung durch Plasmin identisch in
den beiden Probenreihen lauft. Uber eine mogliche Spaltung von PrP** ist eine Aussage schwie-
rig zu treffen, da der Capture-Antikdrper nur natives PrP¢ und kein natives PrP> erkennt und der
genaue Anteil an PrP*° nicht eindeutig abzuschitzen ist.

Der PIn-Effekt mit Gdn (ﬁLﬁ) hatte stindig einen hoheren Wert bei PS-Reihen als PN-
—SK +

Reihen. Er war auch fast iiber die ganze PS-Verdiinnungsreihe hoher als der Pln-Effekt allein.
Dies spiegelt die Erfassung von intaktem PrP* nach Denaturierung der Probe wieder. Mit stei-
gender Verdiinnung des S-Homogenisats bzw. fallender Konzentration von PrP neigt der Pln-
Effekt mit Gdn zum Pln-Effekt gleicher Probe. Bei Austestung einer unbekannten Probe auf
die beiden Effekte, wurden identische Werte fur eine Probe ohne nachweisbare Konzentra-
tionen von PrPSc sprechen und umgekehrt. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Effekte (wie in diesem Fall- p<0,05) spréache fur die Anwesenheit von PrPSc in der
untersuchten Probe.

Gdn-Effekt | Gdn-Effekt
ohne PIn mit Pln
VF PN | PS PN | PS
100 1,37 3,91 | 1,33 | 8,12
200 1,23 3,09 | 1,29 | 6,02
400 1,35 2,57 | 1,37 | 4,40
800 1,35 (2,08 | 1,33 | 3,29
1600 |1,32 | 1,73 | 1,32 | 237
3200 | 1,27 [ 1,50 | 1,36 | 1,88
6400 | 1,35 | 1,24 1,35 | 1,55
12800 | 1,33 | 1,28 | 1,31 | 1,01

Tabelle 13. Guanidin-Effekte fiir die beiden Probenreihen.
PIn- Plasmin; Gdn- Guanidin; PN- Humanplasma mit N-Hirnhomogenisat; PS- Humanplasma mit S-
Hirnhomogenisat.

Der Gdn-Effekt ohne Pln (%) war signifikant unterschiedlich zwischen den normalen

und den pathologischen Proben. Bei PN-Proben, (PrP**-Konzentration gleich 0) liefert er uns
Information iiber die Anderung des Signals nach Gdn-Behandlung einer Probe. Bei Proben, die

PrPSc enthalten, ist dieser Effekt proportional dem PrPSc/PrPC-Verhiltnis.
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Der Gdn-Effekt mit Pln ( ];hgﬂ) bei normalen und pathologischen Proben war auch signi-

+SK -G
fikant unterschiedlich (p<0,05). Diese Werte waren hoher als die des Gdn-Effekts allein bei PS-
Proben. Bei konstanter Spaltung und Denaturierung ist er hauptsidchlich vom Verhiltnis
PrP¢/Rest-PrP" abhingig. Daher verringert sich dieser Effekt parallel mit dem abfallenden
PrP*-Anteil in der S-Probenreihe und bleibt weitgehend konstant bei der N-Probenreihe.
Aus den oben aufgefiihrten Daten wird klar, dass durch drei von vier Behandlungseffekten der
Nachweis von PrP*® in Humanplasmaproben, die mit Hamsterhirnhomogenisat aufgestockt sind,

moglich ist. Dies sind:

I Pln-Effekt mit Gdn (LK
P-SK+G
2. Gdn-Effekt ohne Pln (L—2K+G
P-SK-G
3. Gdn-Effekt mit Pln (2755 +C
P+SK -G

Es stellt sich nunmehr die Frage, welche Sensitivitit diese Methoden haben. Aus der weiteren
Berechnung wurde der Pln-Effekt mit Gdn ausgeschlossen, da seine Trennschérfe viel geringer
ist als die der beiden Gdn-Effekte. Bei einer Spaltungsrate von 100 % (PrP nach Spaltung
gleich 0) entspriache er ohnehin dem reziproken Wert des Gdn-Effekts ohne Plasmin.

Fiir die Berechnung der Nachweisgrenze kann man aus den Ergebnissen der N-Reihen einen cut-
off bilden und die analytische Sensitivitit zum Nachweis von PrP* berechnen. Als cut-off wird
der Mittelwert plus zweimal die Standardabweichung des entsprechenden Effekts bei den N-
Reihen angenommen. Damit wiirden alle PrP*-negativen Proben mit 95,5 % Wahrscheinlichkeit
unter der cut-off-Grenze liegen. Um den tatsdchlichen Titer zu ermitteln, bei dem ein Wert durch
diesen Effekt signifikant zu den PrP*-positiven Proben zugeschrieben werden kann, wurden zu-
erst die Werte der entsprechenden Reihen logarithmiert. Fiir die S-Reihen wurde durch eine line-
are Regression die best-fit Kurve ermittelt und der untere 95 % Konfidenzinterval der Regressi-
onskurve berechnet. Der Schnittpunkt auf der x-Achse dieses Konfidenzintervals mit der cut-off-
Linie wurde als Nachweisgrenze (Titer) fiir das S-Homogenisat im Humanplasma angegeben

(Abbildung 17.).
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Abbildung 17. Berechnung der theoretischen Nachweisgrenze.

A- Guanidin-Effekt; B- Guanidin-Effekt mit Plasmin.

e N-Reihe; o S-Reihe; — cut-off; — — — 95 % Konfidenzinterval

Regressionskoeffizient fiir Guanidin-Effekt ’=0,969, fiir Guanidin-Effekt mit Plasmin- r’=0,995.
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Fiir den Guanidin-Effekt ohne Plasmin ergab sich einen cut-off Wert von 1,46 und fiir den Gua-
nidin-Effekt mit Plasmin von 1,65. Somit liegt die Nachweisgrenze fiir den Gdn-Effekt ohne
Plasmin bei 1:2941 und fiir Gdn-Effekt mit Plasmin- bei 1: 3810. Daher zeigt die zweite Metho-
de (Gdn-Effekt mit Plasmin) eine Verbesserung der Sensitivitidt um 23%.

Die hier aufgefiihrten Titer sind Endverdiinnungen auf der Mikrotiterplatte, soweit die Signale
aus diesen Verdiinnungen verglichen wurden. Jeder Verdiinnungspunkt des Hirnhomogenisats
im Plasma wurde aber noch 40fach weiterverdiinnt (Gdn-Zugabe und ELISA-Puffer). So wiirde
der tatséchliche Titer dann bei 1: 74 bzw. 1: 95 liegen.

Vor kurzem wurden die PrP-Konzentration im normalen und im Scrapie-infizierten Hamsterhirn
auf 7,5+0,9 ng/g bzw. 57,3+£9,6 ng/g geschitzt (61). Die in dieser Arbeit verwendeten Homoge-
nisate waren eine 10 % Ldsung (1 g Gewebe in 10 ml PBS). Aus diesen Daten kénnte man er-
rechnen, dass durch den Gdn-Effekt ohne Plasmin 169 pg PrP* und durch den Gdn-Effekt mit
Plasmin 131 pg PrP® auf der Platte signifikant nachgewiesen werden kénnen. Aufgrund der zu-
sdtzlichen Verdiinnung, um die Gdn-Interaktionen mit den Antikdrpern zu vermeiden, liegt die
tatsdchliche Konzentration in der Probe viel hoher. Man konnte auch mit hoher Sicherheit an-
nehmen, dass das PrP* im Uberschuss gegeniiber PrP® in den hier verwendeten Proben gewesen
war.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass sich durch Plasminspaltung und nachfolgende
Guanidin-Denaturierung zwischen Plasmaproben mit N-Hirnhomogenisat und Plas-
maproben mit S-Hirnhomogenisat sensitiver und mit ausreichender Signifikanz unter-
scheiden lasst, als nur bei einfacher Denaturierung der Proben. Die tatsachliche Prp*c-
Konzentration in den verwendeten Proben liegt jedoch hoéchstwahrscheinlich im ng/ml-
Bereich, was fur einen Friuherkennungstest im Sinne des Blutspender-Screening nicht aus-

reichend ware.
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4 Diskussion

Die Sicherheit von Blutprodukten beziiglich einer Infektionsiibertragung wird grundsitzlich
durch Ausschluss des betroffenen Spenders von der Blutspende gewahrleistet. Die Entscheidung
fiir einen Ausschluss wird aufgrund von klinischen Zeichen oder dem Labornachweis des Erre-
gers im Blut getroffen. Wéhrend fiir eine Reihe von Infektionskrankheiten (Hepatitis, HIV u.a.)
sensitive Methoden zum Erregernachweis im Blut im préklinischen Stadium zur Verfiigung ste-
hen, stellen asymptomatische, aber vCJD- infizierte Spender ein groes Problem der Sicherheit
von Blutprodukten dar (143). Daher ist die Entwicklung eines sensitiven und spezifischen Scree-
ning-Tests fiir eine zeitnahe Diagnosestellung von vCJD fiir das Blutspendewesen von grof3ter
Bedeutung.

Die Idee dieser Arbeit stiitzte sich auf die Tatsache, dass das rekombinante PrP¢ durch Plasmin
an der Aminosiure Lys110 in zwei Teilen gespalten wird, das PrP* jedoch aufgrund seiner pa-
thologischen Faltung nicht und dass das PrP> gegeniiber Proteinase-Verdauung eine Teilresis-
tenz besitzt (127). Zur Thematik der Spaltung von nativem PrP sowie iiber die Mdglichkeit, die-
se durch plasmaeigenes Plasminogens durchzufiihren, standen keine Literaturangaben zur Ver-
fligung.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, eine reproduzierbare und relativ schnelle Nachweismethode
fiir PrP> im Plasma zu entwickeln.

Hierzu sollte eine Sandwich-ELISA mit zwei monoklonalen Antikdrpern verwendet werden. Zu-
erst musste eine eigene ELISA-Methode entwickelt und validiert werden, so dass die entspre-
chende Sensitivitit und Reproduzierbarkeit des quantitativen PrP“-Nachweises im Plasma si-
chergestellt wird. Gleichzeitig sollte ein passendes Antikdrperpaar ausgewihlt werden, um das
ganze PrP-Molekiil zu erfassen. Danach sollte die PrP®-Spaltung durch Plasmin in diesem ELI-
SA-Test untersucht und validiert werden. Anschlieend sollte die Moglichkeit zum sensitiven
Nachweis von PrP*® in humanen Plasmaproben, aufgestockt mit Hirnhomogenisaten von an
Scrapie erkrankten Hamstern, untersucht werden. Vier verschiedene Ansétze zur Vorbehandlung
der Proben wurden ausgetestet und beziiglich ihrer Sensitivitit verglichen: native Proben, Proben

nach Plasminspaltung, denaturierte Proben und Proben nach Plasminspaltung und Denaturierung.

4.1 ELISA-Test zum Nachweis von PrP

Ein Teil dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung eines quantitativen ELISA-Tests
zum Nachweis von PrP. Der Test wurde als Sandwich-ELISA mit zwei monoklonalen Antikor-
pern aufgebaut und mit huPrPrec kalibriert. Dies erlaubte eine Sensitivitdt von 26 pg/ml, berech-

net aus der Eichkurve. Dieser Wert ist vergleichbar mit friiheren Berichten, in denen die PrP-
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Konzentration bestimmt wurde. So beschrieben Volkel et al. (161) in einem &hnlich aufgebauten
Test mit zwei monoklonalen Antikérpern- 6H4 und 3F4, eine Sensitivitit von ca. 20 pg/ml. In
einer fritheren Arbeit von Barnard et al. mit dem moAk FHI11 als Capture-Antikérper und 3F4
als Detektor-Antikorper, wurde eine Sensitivitit von 55,6 pg/ml erreicht (4). Ein lineares Signal
konnte in unserem Test mit huPrPrec von 0,02 ng/ml bis 5 ng/ml festgestellt werden. Bei Plas-
maproben hingegen konnte eine lineare Beziehung nur im Bereich von 2,6 bis 0,123 ng/ml nach-
gewiesen werden. Dies ist vereinbar mit den Daten von Volkel et al. bei denen die Nachweis-
grenze fiir PrP im Humanplasma von 20 auf 50 pg/ml limitiert wird. Dies spiegelt den Effekt des
Plasmamatrix auf die Hintergrundsignale wieder (138, 161).

In unserem Test ermittelten wir Variationskoeffizienten von 4,6 % bis 7,3 % und von 7,7 % bis
11,5 % in Serie bzw. von-Tag-zu-Tag. Auch die kduflichen ELISA-Tests zum Nachweis von PrP
verfiigen laut Hersteller {iber eine vergleichbare Prazision. So zeigt der “Enzyme Immunoassay
Kit For The Determination of PrP” (SpiBio, Massy Cedex, Frankreich, Kat.Nr. A05201) VK
von 4,6 % und 11,1 % in Serie bzw. von-Tag-zu-Tag fiir humanes Prionprotein. Vergleichbare
Variationskoeffizienten von 6,1 % bis 8,8 % in Serie und von 6,2 % bis 9,7 % von-Tag-zu-Tag
berichteten auch andere Autoren fiir ELISA-basierte Teste zum Nachweis von PrP (4).

Die Richtigkeit des in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Tests wurde durch Aufstockung
des Analyts in der Probe iiberpriift. Dafiir wurden genaue Mengen von huPrPrec in einer nativen
Matrix (Humanplasma) verdiinnt. Die PrP-Konzentration in der Probe wurde vor und nach der
Aufstockung gemessen und mit der erwarteten Konzentration verglichen. Eine maximale Abwei-
chung von 8 % von der erwarteten Konzentration wurde festgestellt. Somit ldsst sich sagen, dass
der von uns entwickelte ELISA-Test einen sensitiven und prazisen quantitativen Nachweis von

PrP leisten kann.

4.2 Spalten von PrP® in Humanplasma

Die meisten Autoren, die das Zusammenwirken des Plasminogens und PrP untersucht haben,
verwendeten rekombinantes PrP sowie den Plgn-Aktivator t-PA. Kornblatt et al. zeigten im Jahr
2003 (81), dass das PrP® durch humanes Plasminogen gespalten wird. Fiir ihre Untersuchungen
verwendeten die Autoren rekombinantes Schaf-PrP, humanes Plasminogen und als Plasminoge-
naktivator t-PA. Zu einem Reaktionsgemisch aus Reaktionspuffer, recPrP und Plgn im mikromo-
laren Bereich, wurde t-PA zugegeben. Das Gemisch wurde bei niedrigen Temperaturen (0°C)
inkubiert und in verschiedenen Zeitabstinden das PrP durch Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
nachgewiesen. Die Spaltungsrate wurde durch Densitometrie gemessen. Unter diesen Versuchs-

bedingungen wurde eine 55%-Spaltung des PrP® durch 0,3 pM Pln fiir 120 Minuten beobachtet.
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Im Unterschied zu anderen Arbeiten wurde in der hier vorgelegten Studie eine Spaltung des na-
tiven PrP© durch plasmaeigenes Plasmin im Humanplasma nachgewiesen. Dies erfolgte in einem
speziell konzipierten ELISA-Test. Mit dem Antikdrperpaar 3F4/SAF32-B entsprechend der Epi-
tope beider Antikorper, sollten nur PrP-Molekiile erfasst werden, die zumindest die AS 52-112
haben. Nach erfolgter Spaltung des PrP-Molekiils durch Plasmin an der Primirspaltstelle bei
Lys110, werden PrP von 3F4 nicht gebunden (Zerstdrung des Epitops) und folglich mit SAF32-
B auch nicht detektiert. Dies bedeutet, dass in diesem Test vom Design her nur nicht gespaltene
PrP-Molekiile bzw. PrP-Molekiile mit zugénglichem Epitop fiir 3F4 nachweisbar sind.

Eine weitere Uberlegung sprach fiir die Auswahl von 3F4 als Capture-Antikdrper. Grundsitzlich
konnte auch ein anderer, C-terminal bindender Antikorper verwendet werden (z.B. SAF61, Epi-
top: AS 142-160). Nach erfolgter Plasminspaltung wiirden sich in der Probe C-Segmente (AS
111-231) von PrP befinden, die dann mit den nicht gespaltenen (ganzen, AS 23-231) PrP-
Molekiile um die begrenzten Antikdrperbindungsstellen konkurrieren. Das konnte unter Um-
stinden die Sensitivitit des Tests fiir ganze Molekiile (welche er eigentlich detektiert) begrenzen.
Als Aktivator fiir das endogene Plasminogen wurde in unserem Test Streptokinase ausgewdhlt.
Die Streptokinase bildet sehr schnell einen 1:1 stochiometrischen Komplex mit Plasminogen.
Dieser Komplex hat auch eine Plasmin-dhnliche Aktivitdt und ist viel insensitiver gegeniiber o,-
Antiplasmin als Plasmin (32). Die optimalen Spaltungsbedingungen wurden durch Austestung
verschiedener Streptokinase-Konzentrationen und Reaktionstemperaturen ermittelt. Die beste
Spaltungsrate wurde nach 60 Minuten Inkubation der Proben mit 44 kU/ml SK bei 37°C erreicht.
Es wurden zwischen 19 % und 21 % der PrP-Ausgangskonzentration nachgewiesen, das bedeutet
eine 80%-Spaltung der nachweisbaren PrP-Menge.

In unseren Versuchen konnten wir im Unterschied zu Kornblatt et al. keine komplette PrP-
Spaltung beobachten. Diese Arbeitsgruppe berichtet iiber eine komplette Auflosung des e-
lektrophoretischen PrP-Bands nach 128 Minuten Inkubation mit t-PA und Plasminogen. Ein
Grund dafiir ist, dass die Autorenhdhere Konzentrationen der Reaktionsteilnehmer (uM) ver-
wendeten, um eine schnellere Reaktion zu erreichen. In Plasmaproben ist das Verhiltnis Plasmi-
nogen/PrP individuell vorgegeben und weit von dem von Kornblatt et al. eingesetzten 1:1 Ver-
héltnis in einem streng kontrollierten Reaktionsgemisch entfernt. Ein anderer Grund ist der Un-
terschied zwischen rekombinantem und nativem PrP. Wihrend das rekombinante PrP nicht gly-
kosyliert ist stellt das Plasma-PrP® wahrscheinlich ein Gemisch aus de-, mono- und diglykosy-
lierten Peptiden dar. Cuccioloni et al. (43) haben gezeigt, dass die kinetischen Parameter der
Komplexbildung zwischen PrP und Plasminogen von pH und Glykosylierung abhéngig sind und

dass das deglykosylierte native PrP¢ eine dhnliche Kinetik der Komplexbildung wie das rekom-
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binante PrP aufweist. Nichtzuletzt sind auch Matrixeffekte des Plasmas als Ursache fiir die nicht

vollstindige Spaltung zu erwéihnen (61).

4.3 Nachweis von PrP* nach Plasminspaltung und Denaturieren

Als Capture-Antikdrper in unserem Test wurde der monoklonale Antikorper 3F4 eingesetzt. Die
Spezifitit dieses Antikodrpers schlieft humanes und Hamster-PrP ein. Das Epitop ist AS 109-112.
3F4 reagiert sehr gut mit PrPC, aber nicht mit PrP*. Das wird durch die Fehlfaltung des PrP®
erklirt, so dass die Bindungssequenz des Antikorpers verdeckt wird (,,burried core). Nach De-
naturieren und Entfalten des PrP® zeigt 3F4 eine dhnliche Reaktivitit wie mit PrP¢ (124). Um
einen kompletten Nachweis von PrP*° zu gewihrleisten, sollten die Proben denaturiert werden.
Dies erfolgte in unserem Test mittels Guanidin in einer effektiven Konzentration von 4 mol/l.

Es ist klar, dass im ELISA-Test nur PrP nachgewiesen wird und die tatsdchliche Unterscheidung
zwischen pathologischen (PrP*“-enthaltenden) und normalen (nur PrP¢ enthaltenden) Proben
durch die Behandlung der Proben erfolgt (Spalten und/oder Denaturieren). Um den Unterschied
zwischen den beiden Probentypen zu erforschen, wurden vier verschiedene Kombinationen aus
den Behandlungen untersucht: native, denaturierte, gespaltene und gespaltene und denaturierte
Proben. Da unter den hier beschriebenen Testbedingungen keine vollstindige (100-prozentige)
PrPC-Spaltung erreicht wurde und um eine Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Pro-
bentypen zu ermoglichen, wurden die Effekte der Probenbehandlungen auf das Messsignal als
Verhéltnis mit Behandlung/ohne Behandlung (s. Kap. 2.2.6.) dargestellt. Als Proben wurden
Gemische aus gepooltem Humanplasma und Hamsterhirnhomogenisaten aus gesunden und an
Scrapie erkrankten Tiere im Terminalstadium verwendet.

Es hat sich herausgestellt, dass drei von diesen vier Behandlungskombinationen PrP*® in Hu-
manplasmaproben nachweisen konnen. Der Plasmin Effekt mit Guanidin stellt das Verhiltnis
zwischen dem Messsignal nach Plasminspaltung und nachfolgender Denaturierung gegeniiber
dem Messsignal nach alleiniger Denaturierung der Probe. Bei einer Spaltungsrate von 100 %
entsprache er dem reziproken Wert des Guanidin-Effekts ohne Plasmin und daher wurde er aus
der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Der Guanidin-Effekt ohne Plasmin stellt das Verhilt-
nis zwischen dem Messsignal nach alleiniger Denaturierung gegeniiber dem Messsignal einer
nativen (nicht behandelten) Probe dar. Er beruht ausschlieBlich auf die Zugénglichkeit des 3F4-
Epitops im PrP*° nach Denaturierung. Somit stellt er eine Information iiber die Ratio Gesamt-PrP
(sowohl PrP*¢ als auch PrP) zu PrP dar und ist proportional der PrP**-Konzentration in der Pro-
be. Die Nachweisgrenze dieses Effekts wurde von uns auf einer Endverdiinnung des Scrapie-

Hirnhomogenisats von 1: 2 941 (10™) berechnet. Aufgrund der zusitzlichen Probenverdiinnung,
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um die Interferenzen von Guanidin mit den Antikérpern zu vermeiden, liegt die Ausgangsver-
diinnung jedoch nur bei 1:74. Der Guanidin-Effekt mit Plasmin stellt das Verhiltnis zwischen
dem Messsignal nach Plasminspaltung und nachfolgender Denaturierung gegeniiber dem Mess-
signal nach alleiniger Plasminspaltung der Probe. Hier wird die Spaltbarkeit des PrP¢ durch
Plasmin und die Zuggnglichkeit des 3F4-Epitops im PrP*® nach Denaturierung verwendet. Dieser
Effekt zeigte eine Verbesserung der Sensitivitdt von 23 % gegeniiber dem Guanidin-Effekt al-
lein- Nachweisgrenze von 1: 3 8§10 (107 bzw. 1: 95.

Fiir die alleinige Spaltbarkeit des PrP® durch Plasmin und die Resistenz des PrP*® spricht der
Fakt, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den Spaltungsraten in beiden Probentypen
beobachtet wurden. Auch die Signaldifferenzen von denaturierten Scrapie-Proben und nativen
Scrapie-Proben ohne Plasminspaltung und nach Plasminspaltung unterschieden sich nicht signi-
fikant voneinander. Die meisten zugelassenen Tests zum Nachweis von BSE trennen beide Iso-
formen von PrP nach limitierter Proteinase K-Verdauung. Nach dieser Behandlung wird PrP®
komplett und PrP* nur teilweise zu Protease-resistenten PrP™ verdaut (128). Es gibt aber Hin-
weise dafiir, dass PK-sensitive PrP*-Isoformen (Konformer) existieren, die auch fiir die TSE-
Pathogenese relevant sein kdnnen (122, 169). Plasmin hingegen hat durch seine Primérspaltstelle
fiir PrP bei Lys110 eine viel engere Substratspezifitit als Proteinase K (126). Die Region, in dem
sich diese Primérspaltstelle befindet, wird als Schliisselregion fiir die Konformationsianderung
wihrend der Umwandlung von PrP® in PrP* angesehen (52, 148). Die Frage, inwieweit die oben
genannten PK-sensitiven PrP*-Isoformen auch Plasmin sensitiv sind, bleibt offen.

Die Tatsache, dass erst nach PrP**-Denaturieren das Epitop fiir 3F4 zugénglich wird, wurde auch
im ,,conformation dependent immunoassay* (CDI) von Safar et al. (138) verwendet. In diesem
auch ELISA-basierten Test werden die Verhiltnisse denaturiert/nativ verwendet, um zwischen
nur PrP® und PrP* zu unterscheiden. Fiir die PrP**-Entfaltung wurde auch Guanidin eingesetzt
und die Signalerfassung erfolgte durch zeitaufgeloste Fluoreszenz (DELFIA). Die Sensitivitét
dieses Tests wurde mit einer Verdiinnung von ca. 10 fiir Scrapie-Prionen in Hamsterhirnhomo-
genisat (138) und von 10”7 fiir BSE und CWD-Prionen angegeben (137). Ein wesentlicher Un-
terschied von dem hier vorgelegten Test ist jedoch die Verwendung eines Anreicherungsschrittes
vor der eigentlichen Austestung und zwar die Prizipitation des PrP durch Phosphowolframat.
Fiir diese Sensitivitdt konnte auch die Berechnungsmethode bei CDI beitragen (Nachweisgrenze
gegeniiber dem Medianwert der normalen Proben im Vergleich zu Mittelwert +3 mal die Stan-
dardabweichung).

Vor kurzem wurden die PrP-Konzentration im normalen und im Scrapie-infizierten Hamsterhirn

auf 7,5+0,9 png/g bzw. 57,3+9,6 ng/g geschitzt (61). Die eingesetzte Methode implementiert e-
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benfalls einen Anreicherungsschritt. Dies erlaubte den Autoren auch die Berechnung der Kon-
zentration von PrP*® im Hamster-Plasma, die bei 32 fg/ml lag. Die von uns verwendeten Homo-
genisate waren eine 10% Losung (1 g Gewebe in 10 ml PBS). Aus diesen Daten kdnnte man er-
rechnen, dass durch den Gdn-Effekt ohne Plasmin 1,69 ng/ml PrP*® und durch den Gdn-Effekt
mit Plasmin 1,31 ng/ml PrP* auf der Platte signifikant nachgewiesen werden konnen. Diese
Sensitivitit ist leider fiir einen Fritherkennungstest im Sinne des Blutspender-Screening nicht
ausreichend.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich durch Plasminspaltung und nachfolgende Denatu-
rierung zwischen Plasmaproben mit N-Hirnhomogenisat und Plasmaproben mit S-
Hirnhomogenisat sensitiver und mit ausreichender Signifikanz unterscheiden lésst, als nur bei
einfacher Denaturierung der Proben. Somit konnte diese Methode als Plattform zur Entwicklung

eines PrP*°-Screening-Tests dienen.
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5 Zusammenfassung

Die Mdglichkeit der Ubertragung von vCJD durch Bluttransfusionen stellt ein groBes Risiko fiir
das Blutspendewesen dar. Dieses Risiko konnte durch die Einfiihrung eines Screening-Tests zum
Nachweis von vCJD in préklinischen Stadien minimiert werden. Auf der Suche nach einer ge-
eigneten Plattform zur Entwicklung eines Screening-Test im Blut wurde die PrP®-Spaltung durch
mittels Streptokinase (SK) aktiviertes Plasminogen und/oder Aufdecken von Kryptepitopen in
PrP*® nach Denaturierung untersucht. In einem speziell konzipierten ELISA-Test mit zwei mo-
noklonalen Antikérpern wurde die PrP¢-Spaltung durch endogenes Plasmin nachgewiesen. Nach
60 Minuten Inkubation bei 37°C mit 44 kU/ml SK wurden nur 20 % der PrP‘-
Ausgangskonzentration im Plasma detektiert. Humane Plasmaproben, aufgestockt mit Hirnho-
mogenisaten aus gesunden und an Scrapie erkrankten Hamstern, wurden nach vier verschiedene
Vorbehandlungen im ELISA ausgetestet: native Proben, Proben nach Plasminspaltung, denatu-
rierte Proben und Proben nach Plasminspaltung und Denaturierung.

Unter diesen Testbedingungen konnte keine PrP*°-Spaltung durch SK-aktiviertes Plasminogen
festgestellt werden. Die Denaturierung der pathologischen Proben konnte eine Scrapie-
Hirnhomogenisat-Verdiinnung in Humanplasma von 10~ signifikant von den normalen Proben
unterscheiden. Die Einfiihrung der Plasminspaltung vor der Denaturierung erzeugte einen signi-
fikanten Unterschied der pathologischen Proben von den normalen Proben bis zu einer Hirnho-
mogenisat-Verdiinnung in Humanplasma von 107,

Der entwickelte ELISA-Test ist ein neues und relativ einfaches Verfahren zum Nachweis von
PrP* in humanem Plasma. Nach Optimierung der Nachweisgrenze konnte er zum Blutspender-

Screening-Test weiterentwickelt werden.
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6 Abkirzungsverzeichnis

AS Amniosduresequenz

BSE Bovine spongifome encephalopathy

CDI Conformation dependent Immunoassay

CJD Creutzfeld-Jakob-Erkrankung

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay

EUE exotic ungulate encephalopathy

FFI »Fatal familial insomnia“- tédliche familidre Schlaflosigkeit
FSE Feline spongifome encephalopathy

Gdn Guanidin

GPI Glykosylphosphatidylinositol

GSS Gerstmann—Straussler—Scheinker-Syndrom
HRP Horseradish Peroxidase

huPrPrec Humanes rekombinantes PrP

MW Mittelwert

PBS Phosphate buffered saline

PK Proteinase K

Plgn Plasminogen

Pln Plasmin

PMCA Protein misfolding cycling amplification
PrP© Die normale, nicht infektiose Isoform des PrP
Prp® Die pathologische, infektidse Isoform des PrP
RLU Relative luminescence units

SAF Scrapieassoziierte Fibrillen

SD Standardabweichung

SDS Sodium Dodecylsulfat

SK Streptokinase

TME Transmissible mink-encephalopathy

TSE Transmissive spongiforme Enzephalopathien
vCID Neue Variante der Creutzfeld-Jakob-Erkrankung
VK% Variationskoeffizient in Prozent
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