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1 EINLEITUNG

“In the mean time | shall myself continue to prosecute this inquiry, encouraged by the
hope of its becoming essentially beneficial to mankind.” (Jenner 1798)

Mit diesem Satz schloss Edward Jenner, der ,Vater der Immunologie®, die erste Publikation
Uber seine Beobachtungen zur Variola-Vakzination, die er 1798 verdffentlichte. Diese
Impfung war die weltweit erste Mdoglichkeit, Menschen im Vorfeld vor Krankheiten zu
schutzen. Er sollte mit seiner Aussage Uber die Nutzlichkeit seiner Beobachtungen Recht
behalten, denn mit der Entdeckung und flachendeckenden Einflihrung der Impfung gegen
das Pockenvirus (Variola) wurde die Erforschung der korpereigenen
Abwehrmechanismen - heute als Immunsystem bezeichnet - eingeleitet.

In den darauffolgenden Jahrzehnten erweiterte sich das Feld der Forschung zur Immunitat
und seinen Faktoren. Ein wichtiger Faktor bei der direkten Antwort des Koérpers auf einen
u.a. bakteriell ausgel6sten, inflammatorischen Stimulus, der so genannten Akute-Phase-
Reaktion (APR), ist das C-reaktive Protein (CRP) (Abernethy und Avery 1941; Ebersole und
Cappelli 2000).

Das CRP wurde erstmals 1930 von Tillett und Francis bei humanen Patienten mit
Pneumokokkeninfektionen beschrieben und nach seiner Fahigkeit, das C-Peptid von
Pneumococcus spp. zu binden, benannt (Tillett und Francis 1930). Die erste Beschreibung
des CRP in Serumfraktionen des Hundes erfolgte 1966 durch Dillman und Coles.

Bis zum heutigen Tag wurden zahlreiche Studien Uber das C-reaktive Protein sowohl des
Menschen als auch bei verschiedensten Tierspezies durchgefiihrt (Pepys 1981; Pepys und
Hirschfield 2003; Petersen et al. 2004; Ceron et al. 2005). Heute wird die Serum-CRP-
Konzentration in der Humanmedizin als Standardparameter bei diagnostischen
Fragestellungen bestimmt (Pepys und Hirschfield 2003). Auch in der Veterinarmedizin
erlangt dieser Entziindungsfaktor immer mehr klinische Bedeutung (Petersen et al. 2004).

1.1 Unspezifisches Inmunsystem und die Akute-Phase-Reaktion

Die Akute-Phase-Reaktion ist Teil der unspezifischen Immunabwehr, deren Ziel es ist eine
Noxe zu eliminieren und die Homobostase wieder herzustellen. Das unspezifische
Immunsystem wird durch verschiedenste Einflisse wie traumatische, infektidse, toxische
oder thermische Noxen stimuliert (Kushner 1982; Ebersole und Cappelli 2000). Diese
Veranderungen in der physiologischen Konstitution stimulieren die Zellen der angeborenen
Immunantwort Zytokine wie Interleukin (IL)-18, IL-6 und Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a) zu
bilden. Die wichtigsten Zellen fir die direkte Reaktion und Zytokinbildung sind
gewebsstandige Makrophagen. Die verschiedenen Zytokine wiederum stimulieren u.a. die
Bildung von Akute-Phase-Proteinen (APPs) in Hepatozyten (Hurlimann et al. 1966). Hierbei
werden APPs vom Typ | und Typ Il unterschieden: Die Bildung von Typ | APPs, zu denen
auch das CRP zahlt, wird von IL-1 &hnlichen Zytokinen (IL-1 und TNF) und zusatzlich von
IL-6 induziert, wahrend die Bildung der Typ Il APPs ausschliellich durch IL-6 stimuliert wird
(Mackiewicz 1997; Ebersole und Cappelli 2000). Die APPs umfassen eine Gruppe von
Proteinen, deren Serumspiegel sich wahrend der APR typischerweise um bis zu 25%
verandert. Anhand ihrer Reaktion auf einen entziindlichen Stimulus werden sie in positive
APPs, deren Konzentration ansteigt, sowie negative APPs, deren Konzentration abfallt,
eingeteilt (Kushner 1982; Eckersall und Bell 2010). Die positiven APPs unterscheiden sich in
der Stérke ihrer Reaktion auf einen Stimulus und lassen sich daher in drei Gruppen einteilen.
Ein ,major acute phase protein® (maAPP) liegt bei einem gesunden Tier in einer
Serumkonzentration von < 1ug/l vor und reagiert auf einen entziindlichen Stimulus mit einem
schnellen und starken Anstieg der Plasmakonzentration um das 100 bis 1000-fache (Shine
et al. 1981; Kushner und Feldmann 1978). Sein Hauptpeak liegt ca. 24 bis 48 Stunden nach
dem Stimulus vor und zeigt einen wiederum schnellen Abfall der Konzentration, sobald

Einleitung Seite | 1



dieser Stimulus nicht mehr vorhanden ist. Im Gegensatz dazu stehen die ,minor acute phase
proteins“ (miAPP). Diese Proteine steigen nur um das ein- bis zweifache ihres normalen
Serumspiegels an. Die ,moderate acute phase proteins“ (moAPP) sind durch einen finf- bis
zehnfachen Serumspiegelanstieg mit der héchsten Konzentration nach 2 bis 3 Tagen und
einem langsameren Abfall als der der maAPPs gekennzeichnet. Beim Hund z&hlen CRP und
Serumamyloid A (SAA) zu den maAPPs und Haptoglobin (Hp) sowie alpha-
Glykoproteinsaure (AGP) zu den moAPPs (Eckersall und Bell 2010). Dariber hinaus wird
Ceruloplasmin ebenfalls zu den moAPPs gezahlt (Ceron et al. 2005).

Nach Freisetzung des CRP aus Hepatozyten bindet dieses an verschiedene Strukturen und
unterstitzt durch Markierung die immunologische Reaktion auf die Noxe. Aullerdem bindet
CRP Uber spezifische CRP-Rezeptoren an Monozyten und Makrophagen und bewirkt deren
Modulation sowie die Stimulierung weiterer Zytokin-Produktion. AuRerdem verhindert CRP
die Gewebemigration von neutrophilen Granulozyten (Zouki et al. 1997).

Die bereits von Tillett und Francis beschriebene Bindungsfahigkeit des CRP an die
verschiedenen Strukturen beruht auf der Affinitdt zu Phosphorylcholinmolekilen (PCh) und
erfolgt Calcium-abhéangig (Tillett und Francis 1930; Abernethy und Avery 1941). Das PCh ist
Bestandoteil biologischer Membranen und Baustein der Teichonsauren in Bakterienwanden,
v.a. grampositiver Bakterien. Es ist aber auch in Kapselkohlenhydraten und
Lipopolysacchariden (LPS) verschiedener Mikroorganismen zu finden. Darlber hinaus ist
CRP auch befahigt, freiliegendes Chromatin und Nukleosomkernpartikel zu binden (Robey et
al. 1984). In biologischen Membranen ist PCh hauptsachlich als polare Kopfgruppe von
Lecithin und Sphingomyelin in der &aufleren Membranschicht zu finden. Bei einem
Zellschaden erfolgt ein Austausch von Phospholipiden zwischen innerer und aulerer
Membranschicht und  dadurch  eine  Anreicherung von  Phosphatidylserinen
und -ethanolaminen in der duReren Membranschicht (Zachowski 1993). Diese Phospholipide
werden durch die (humane) sekretorische Phospholipase A, (sPLA;) in
Lysphosphatidylcholin hydrolysiert, welches die Bindung von CRP erlaubt (Hack et al. 1997).
Es kommt zur Aktivierung des klassischen Komplementweges.

Das Komplementsystem ist ein wichtiger Teil der angeborenen Immunitdt und seine
Aktivierung hat zum einen die Mobilisierung von inflammatorischen Zellen sowie die
erleichterte Aufnahme von Pathogenen in Phagozyten durch ihre Opsonierung zur Folge und
fihrt zum anderen zur Zerstérung von Pathogenen durch die Bildung eines Membran-
Angriffskomplexes (Du Clos 2000). Es besteht aus einer Gruppe von Proteinen, die aufgrund
enzymatischer Reaktionskaskaden in verschiedene aktivierte Proteine gespalten werden.
Das Komplementsystem kann Uber drei verschiedene Mechanismen aktiviert werden: den
klassischen Weg, den Lektinweg oder den alternativen Weg. Alle drei Wege interagieren mit
unterschiedlichen Teilen der Pathogenoberflache und enden gemeinsam in der Aktivierung
der C3-Konvertase. Im Weiteren wird nur der klassische Weg der Komplementaktivierung
beschrieben, da nur dieser durch das CRP angesprochen wird (Kaplan und Volanakis 1974).
Der klassische Komplementweg verbindet die angeborene mit der spezifischen, humoralen
Immunantwort. Eine Untereinheit des ersten Komplementfaktors C1, das C1q, bindet
entweder das CRP resp. die Fc-Region von Antikérpern (AK), die in einem Immunkomplex
mit dem Pathogen vorliegen oder die Oberflache eines Pathogens selbst. Die Bindung fuhrt
zur Autokatalyse und der Bildung einer aktiven Serinprotease, die im Folgenden eine
Enzymkaskade einleitet. Das von C1 dissoziierte C1s wiederum spaltet die
Komplementfaktoren C2 und C4, woraus die Bildung der C3 (C4bC2a)-Konvertase resultiert.
Diese liegt gebunden an der Oberflache des Krankheitserregers vor und spaltet C3 in ein
kleineres C3a und ein gréReres C3b Molekul (Abb. 1) (Volanakis 1982).
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Abb. 1 Aktivierung des Komplementsystems durch CRP. Das C-reaktive Protein (CRP) bindet
Calcium-abhéngig an die Pathogenoberflache (a). Durch die Bindung an das Pathogen wird wiederum
die Bindung der Untereinheit C1q des Komplementfaktors C1 an das CRP initiiert. Die C1s-
Untereinheit wird daraufhin zu einer Serinprotease aktiviert und kann im weiteren Verlauf
verschiedene Komplementfaktoren spalten. Zunachst erfolgt die Spaltung des Komplementfaktors C4
in C4a und C4b durch die Serinprotease C1s (b). Das C4b bindet nach erfolgter Spaltung an die
Pathogenoberflache und die Serinprotease C1s spaltet den Komplementfaktor C2, ebenfalls in die
aktiven Produkte C2a und C2b (c). Das Spaltprodukt C2a lagert sich an das bereits gebundene C4b
auf der Pathogenoberflaiche an und bilden dort einen Komplex mit katalytischer Aktivitat, die C3-
Konvertase (d). Diese spaltet den Komplementfaktor C3, wobei sich die C3b-Spaltprodukte an die
Pathogenoberflache anlagern und so die Phagozytose erleichtern (e).
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Eine Vielzahl von C3b Molekllen bindet Uber Thioesterbindungen an die
Pathogenoberflache und bildet dadurch eine Hille um das Pathogen, welche die Aufnahme
durch Phagozyten erleichtert. Die an Pathogene gebundenen Komplementkomponenten
werden von Komplementrezeptoren auf Phagozyten erkannt, die ihre Reaktion z.T. G-
Protein-gekoppelt vermitteln. AuRerdem bindet das C3b an die C3-Konvertase und bildet
dadurch die C5 (C4bC2aC3b)-Konvertase. Diese spaltet wiederum den Komplementfaktor
C5, wodurch die Bildung des Membran-Angriffkomplexes (bestehend aus den
Komplementfaktoren C5b und C6 bis C9) eingeleitet wird, der final die Lyse von Bakterien
mittels lonen, Lysozym und Wasser ermdéglicht (Mayer et al. 1979).

1.2 Struktur und Eigenschaften des C-reaktiven Proteins
1.2.1 Humanes CRP

Im gesunden Organismus, unter physiologischen Bedingungen wird humanes CRP (hCRP)
nur in geringen Mengen von wenigen pg/ml produziert (Shine et al. 1981). Die Synthese des
CRP in Hepatozyten wird durch IL-1, TNF und IL-6 stimuliert, aber auch durch
Glukokortikoide sowie weitere andere Stoffklassen bei der inflammatorischen Stimulierung
unterstutzt (Toniatti et al. 1990; Mackiewicz 1997). Die Bildung beschrankt sich jedoch nicht
nur auf die Leber: Jabs und Kollegen haben gezeigt, dass CRP beim Menschen zum Teil
auch in der Niere produziert wird (Jabs et al. 2003) und Dong und Wright. wiesen seine
Produktion in Alveolarmakrophagen nach (Dong und Wright 1996).

Die Struktur des humanen CRPs wurde durch verschiedene Studien hinreichend geklart
(Osmand et al. 1977; Shrive et al. 1996; Thompson et al. 1999). Das Protein ist ein 115 kDa
groldes, nicht kovalent verbundenes Homopentamer aus flunf, je 206 Aminosauren langen
und 23 kDa schweren Untereinheiten (UEs) und besitzt eine PCh-bindende Seite mit den
Calcium-Bindungsstellen sowie eine Effektorseite, welche die Reaktion mit den
effektorischen Teilen des Immunsystems wie Phagozyten oder Komplementkomponenten
vermittelt (Volanakis 2001). Das hCRP ist auf dem Chromosom 1 (zwischen 1921 und 1923)
codiert (Whitehead et al. 1983). Seine Gensequenz enthalt 2263 Nukleotide und ein Intron
(Woo et al. 1985). Die Expression des Proteins bei einem inflammatorischen Stimulus wird
hauptsachlich transkriptional reguliert. Das Transkript des hCRP ist sehr grol3, wobei eine
1,2 kb groRRe 3‘-untranslatierte Region fir den schnellen Abbau des Proteins verantwortlich
zu sein scheint (Volanakis 2001). Die funf UEs des Proteins werden im endoplasmatischen
Retikulum zusammengesetzt und durch zwei Carboxylesterasen zurlickbehalten, bis seine
Ausschuttung erforderlich wird (Macintyre et al. 1994).

Posttranslationale Modifikationen sind fiir einen Teil der APPs, insbesondere AGP und
Haptoglobin, bereits beschrieben. Eine Glykosylierung des hCRP ist seit 2003 bekannt,
wobei ein spezifisches Glykosylierungsmuster des hCRP wohl mit verschiedenen
Erkrankungen korreliert ist (Das et al. 2003).

1.2.2 Canines CRP

Eine erste, genauere Charakterisierung des caninen CRP (cCRP) erfolgte 1984 durch Caspi
und Mitarbeiter: Das Protein hat ein Gesamtmolekiilgewicht von ca. 100 kDa und besteht
aus funf gleichen Untereinheiten (Homopentamer), von denen zwei glykosyliert und drei
nicht-glykosyliert sind. Diese weisen unterschiedliche Molekulargewichte von 20 und 25 kDa
auf (Caspi et al. 1984). Bei der Untersuchung des isoelektrischen Punktes zeigten sich 12
eng nebeneinander liegende Banden in einem pH-Bereich zwischen 5,60 und 6,65 und eine
weitere Einzelbande bei einem pH von 5,3. Diese Auftrennung in der Elektrophorese zum
einen nach MolekllgroRRe als Doppelbande und zum anderen nach elektrischer Ladung als
multiple Banden an verschiedenen pH Punkten wurde von Caspi et al. (1984) auf eine nicht
naher bestimmte Glykosylierung zuriickgefuhrt.
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Nicht nur in der Human-, auch in der Veterindrmedizin sind posttranslationale Modifikationen
einiger APPs beschrieben: In einer Studie wurden erkrankungsspezifische Verschiebungen
im  Glykosylierungsmuster des Haptoglobins bei Hunden mit verschiedenen
Leberdysfunktionen gefunden (Andersson et al. 1998). Ob diese Modifikationsmuster einen
Einfluss auf die Erkrankungsschwere oder den —verlauf haben oder ob sie einen Hinweis auf
die Art der immunologischen Reaktionen geben, ist bisher nicht bekannt.

Aufgrund von in silico Studien wird das Chromosom 38 als Genlocus fir das cCRP
angenommen. Sein daraus theoretisch abgeleitetes Transkript besteht demnach aus 1.388
Nukleotiden, wobei nur 672 davon fir die translatierte Region codieren und die Nukleotide
zwischen Position 22.396.857 und 22.397.572 ein 716 bp langes Intron bilden. Uber die
Regulation der Transkription beim Hund ist bisher noch nichts bekannt.

1.3 Akute-Phase-Proteine anderer Tierarten

Die angeborene Immunantwort ist ein phylogenetisch weit zurtickreichendes System zum
Schutz vor &ufleren Umweltbedingungen. Das CRP gehoért zu den Pentraxinen, eine
Molekulgruppe, die in der tierischen Evolution schon frih zu finden ist (Baltz et al. 1982;
Gewurz et al. 1995). Die Pentraxine konnten bereits bei den relativ primitiven Limulus
polyphemus (Pfeilschwanzkrebs) aus dem Unterstamm der Chelicerata (Kieferklauentrager),
aber auch in hdéheren Organismen wie den Vertebraten Xenopus laevis (Krallenfrosch),
Pleuronectes platessa (Scholle) und dem Huhn nachgewiesen werden (Robey und Liu 1981;
Lin und Liu 1993; Baldo und Fletcher 1973; Pepys et al. 1978). Sie sind also keine Spezifitat
der Mammalia.

Innerhalb der Gruppe der Saugetiere haben sich speziesspezifische Reaktionsmuster auf
inflammatorische Stimuli entwickelt. Die einzige Gemeinsamkeit aller Mammalia ist das
Absinken der Albuminkonzentration um 10% bis 30% bei einem Entziindungsgeschehen
(Mackiewicz 1997). Bei den meisten nicht-hundeartigen Spezies tritt die Bedeutung des CRP
hinter der anderer APPs zuriick. Auch sind bei vielen Tierarten noch keine ausfihrlichen
Informationen zu den APPs im Allgemeinen und dem CRP im Speziellen bekannt.

Bei der Katze, dem nachsten Verwandten in der Gruppe der Carnivora, spielt das CRP keine
oder nur eine untergeordnete Rolle. Dagegen sind AGP und Hp wichtige APPs in der felinen
Immunabwehr. Auch SAA scheint bei der Katze im Entziindungsgeschehen eine Rolle zu
spielen (Harvey 1978; Ceron et al. 2005; Paltrinieri 2008).

Bei Nutztieren sind APPs besonders fir das Management der Herdengesundheit interessant
(Petersen et al. 2004). Bei Wiederkauern spielen besonders Hp und SAA als maAPP eine
Rolle, das CRP hingegen hat nur eine geringe Bedeutung, obwohl es von Lee et. al.
nachgewiesen werden konnte (Lee et al. 2003). Besonders das SAA scheint beim Rind
einige Besonderheiten aufzuweisen: eine unterschiedliche Reaktion der Untereinheiten bei
entzindlichen Prozessen (Yamamoto et al. 1998), mdgliches Entscheidungsmerkmal
zwischen akuten und chronischen Geschehen (Horadagoda et al. 1999) sowie die
Produktion dieses APP nicht nur in der Leber, sondern auch im Euter (McDonald et al.
2001).

Fir das Schaf sind wesentlich weniger Forschungsergebnisse vorhanden, jedoch scheint
das Verhalten der APPs dem beim Rind sehr &hnlich zu sein (Pépin et al. 1991). Allerdings
zeigten Eckersall und Mitarbeiter 2007, dass zusatzlich bei chronischen
Entziindungsprozessen das AGP eine Rolle spielt (Eckersall et al. 2007).

Auch Uber das Schwein ist hinsichtlich der APPs wenig bekannt. CRP und Hp konnten u.a.
bei einer experimentell ausgeldsten Infektion mit Actinobacillus pleuropneumoniae
(Heegaard et al. 1998) sowie bei induzierten aseptischen Entziindungsprozessen in
erhohten Konzentrationen gemessen werden (Lampreave et al. 1994).

Beim Pferd ist bekannt, dass die Hp-Konzentration bei verschiedenen Erkrankungen erhoht
ist. Aber auch fur CRP und SAA wurden erhéhte Konzentrationen bei verschiedenen
entziindlichen Erkrankungen wie Pneumonie, Enteritis oder Arthritis gemessen (Takiguchi et
al. 1990).
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Aulder flir den Hund wurde bisher noch nichts Uber das CRP anderer Spezies aus der
Uberfamilie der Caniformia beschrieben. Die Unterfamilien der Caniformia sind sehr
heterogen: Zu ihnen zahlen unter anderem Baren (Ursidae), Kleinbaren (Procyonidae),
Ohrenrobben (Otariidae), Hundsrobben (Phocidae) und Marder (Mustelidae). Aufgrund der
nahen Verwandtschaft dieser Tierspezies mit dem Haushund (Canis lupus familiaris) stellt
sich die Frage, ob auch im Bereich der APR Ahnlichkeiten im APP-Muster, insbesondere des
CRPs, bestehen. Ein genauer Uberblick uber die evolutionaren
Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Unterklasse der hdheren Saugetiere (Eutheria)
ist im Anhang I. im Detail dargestellt.

1.4 Klinischer Kontext

1.4.1 cCRP bei Erkrankungen

Die Messung der CRP Konzentration in Serumproben wird in der Humanmedizin seit Gber 30
Jahren im Rahmen der Diagnostik verschiedener Krankheitsbilder eingesetzt (z.B. Sepsis,
Pneumonien, kardiovaskulare Erkrankungen) (Pepys und Hirschfield 2003; Hengst 2003; van
Vugt et al. 2013; Wilson et al. 2006). Auch beim Hund ist die Moglichkeit des klinischen
Einsatzes dieses Biomarkers durch aktuelle Studien bestatigt worden (Eckersall und Bell
2010).

Unter physiologischen Bedingungen ist beim Hund die Serumkonzentration des CRP, wie
auch beim Menschen, gering. Mehrere Studien wiesen im ELISA eine erhebliche
Schwankungsbreite der cCRP-Konzentrationen von 0 bis 13 mg/l in gesunden Hunden wie
folgt nach: 0 bis 8,9 mg/l (Griebsch et al. 2009), 5,06 + 3,6 mg/l (Otabe et al. 1998),
8,4 £ 4,6 mg/l (Yamamoto et al. 1994), 0,22 bis 4,04 mg/I (Martinez-Subiela et al. 2004).

In verschiedenen Studien wurden Entziindungen durch unterschiedliche Infektionserreger
(Paim et al. 2012; Rikihisa et al. 1994; Schetters et al. 2009; Seo et al. 2012), medikamentods
(Otabe et al. 2000; Bayramli und Ulutas 2008) oder mittels anderer Noxen (Caspi et al. 1987;
Yamashita et al. 1994) experimentell ausgeldst und die dabei auftretende Veranderung der
cCRP-Konzentration ermittelt. Diese zeigte bei den untersuchten Tieren einen deutlichen
Anstieg durch den Entziindungsreiz.

Auch in natlrlich auftretenden Erkrankungen konnte eine Erhéhung des Serum-cCRP
nachgewiesen werden: Es konnte gezeigt werden, dass der Nachweis der cCRP-
Konzentration nicht nur bei infektidsen Erkrankungen (Gebhardt et al. 2009; Mylonakis et al.
2011; Rikihisa et al. 1994), bei denen eine Erh6hung des Proteins erwartet wird, sondern
auch bei immunologischen (Griebsch et al. 2009; Mitchell et al. 2009; Kjelgaard-Hansen et
al. 2006), neurologischen (Lowrie et al. 2009a) und onkologischen (Mischke et al. 2007;
Chase et al. 2012) Erkrankungen von diagnostischem Wert sein kann. Obwohl sich die
kardiologischen Erkrankungen caniner Patienten von denen in der Humanmedizin deutlich
unterscheiden, konnten Verdéffentlichungen zeigen, dass das cCRP-Protein mit diesen
Dysfunktionen ebenfalls im Zusammenhang steht (Rush et al. 2006; Ljungvall et al. 2010).
Eine Ubersicht (iber die bisher durchgefiihrten Studien zur cCRP-Konzentration bei den
verschiedenen natirlich aufgetretenen Erkrankungen findet sich in Anhang Il

Diese Studien zeigen, dass cCRP bei vielen Erkrankungen erhdht ist. Eine Bestimmung
bietet sich insbesondere bei Therapie mit Glukokortikoiden an, da die Ausschittung des
Proteins nicht im Sinne einer Immunsuppression unterdriickt wird, sondern erst aufgrund der
abklingenden Entziindung abféllt (Pepys 1981; Thompson et al. 1999). Daruber hinaus ist
der Anstieg des CRPs weitgehend unabhangig von Stressreaktionen, wodurch eine héhere
Sensitivitat fir Entziindungsprozesse, im Vergleich zu Blutbildveranderungen, gegeben ist
(Ceron et al. 2005). Wird die cCRP-Konzentration eines Patienten initial bestimmt, bietet die
weitere Messung des CRPs eine gute Mdglichkeit, die Schwere von Erkrankungen sowie im
weiteren Messverlauf auch den Therapieerfolg abzuschatzen (Eckersall und Bell 2010).
Jedoch erlaubt die Hohe der anfanglichen cCRP-Konzentration keine prognostische
Aussage Uber den Verlauf der Erkrankung (Gebhardt et al. 2009) oder dariber, welche
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Ursache der Entzliindung zugrunde liegt resp. welche Form der Entziindung das klinische
Erscheinungsbild bedingt (Castelli et al. 2004).

1.4.2 Testmethoden und -gerédte zur cCRP-Messung

Um die Messung des caninen CRP zu erméglichen, wurden in den vergangenen Jahren eine
Reihe verschiedener Methoden und Testgerate entwickelt und evaluiert. Dazu zahlen
verschiedene humane wie auch zwei canine ELISA (Kjelgaard-Hansen et al. 2003b;
Yamamoto et al. 1994), immunoturbidometrische Messgerate (Eckersall et al. 1991;
Kjelgaard-Hansen et al. 2004), Latexagglutinationstests (Fransson et al. 2007; Tagata et al.
1996) sowie immunfluorimetrische Messmethoden (Martinez-Subiela et al. 2011; Parra et al.
2006) und ein radialer Immunodiffusionstest (Conner et al. 1988). Eine Ubersicht (iber die
Publikationen zur Entwicklung und/oder Validierung der verschiedenen Methoden und
Geréte fur die Bestimmung der cCRP-Konzentration in Hunden findet sich in Anhang Il1.

In einer Studie von Yamamoto und Kollegen von 1993 konnte gezeigt werden, dass die
Antigenitat des humanen und caninen CRP nicht homolog ist (Yamamoto et al. 1993a). Zwar
reagierte der in der Studie verwendete anti-hCRP-AK auch mit cCRP, aber umgekehrt
konnte weder im Western Blot noch in der Immunelektrophorese eine Reaktion eines
anti-cCRP-AK mit hCRP nachgewiesen werden. AulRerdem war die Reaktion des
anti-hCRP-AK mit cCRP nur vergleichsweise schwach, was auf die schlechte Spezifitat
zurtckzufuhren ist. Dies kdnnte ein Grund daflr sein, warum viele humane Testsysteme
keine ausreichende Sensitivitdt fir den Nachweis des cCRP besitzen. Daher ist die
Verwendung eines spezifischen anti-cCRP-AK fir die Entwicklung von Messgeraten zum
Nachweis des Entziindungsproteins in caninem Serum eine wichtige Grundvoraussetzung.

In einer Studie von (Plickert et al. 2011) wurde gezeigt, dass eine qualitative
Nachweismethode mittels eines Schnelltestes (Lateralflow Immunoassay, TECOmedical AG,
Schweiz) fur den Hund maoglich ist. Ein weiteres qualitatives Testsystem (CRP Rapid Assay
Pack, EVL, Niederlande) wurde von (McGrotty et al. 2004) evaluiert. Im Weiteren kann die
quantitative Messung des cCRPs mittels bereits verfugbarer Schnelltestverfahren (z.B.
LifeAssay®Canine CRP Test, LifeAssay AB, Lund, Schweden) in Zukunft routineméaRig den
Nachweis und die Kontrolle von inflammatorischen Prozessen erleichtern. Dazu ist ihre
ausreichende Validierung notwendig.

1.5 Zielsetzungen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, weitere Erkenntnisse zu den strukturellen Eigenschaften
und diagnostischen Mdglichkeiten des CRP des Hundes zu generieren. Dabei fokussierte
sich die Arbeit im Wesentlichen auf drei Punkte:
1. Evaluierung der Qualitat von Schnelltestgeraten fir die cCRP-Messung,
2. Gewinn von weiteren Detail-Strukturkenntnissen (Proteinsequenz,
Glykosylierungsmuster) Uber das cCRP,
3. Versuch der Nachweisbarkeit des CRP bei anderen verwandten Spezies mittels
eines neuen anti-cCRP-AK.
Im ersten Teil erfolgte die Evaluierung verschiedener quantitativer Schnelltestgerate fir die
Messung der cCRP-Konzentration in Proben von Patienten der Klinik und Poliklinik flr kleine
Haustiere der FU Berlin. Hierbei sollte die Mdglichkeit des Einsatzes dieser Gerate, ihre
Genauigkeit und Praktikabilitdt im klinischen Alltag geprift werden, ebenso wie die
Anwendbarkeit fir Verlaufskontrollen.
In diesem Zusammenhang wurde auch die Testung der Qualitat eines neu entwickelten anti-
cCRP-Antikdrpers, welcher in einem der Schnelltestsysteme (TECOmedical) verwendet wird,
durchgefuhrt. Dieser Antikdérper wurde auch fir alle in dieser Studie durchgefuhrten
immunologischen Nachweisverfahren verwendet.
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In einem zweiten Teil sollte die Struktur des caninen Entziindungsproteins mittels
verschiedener biochemischer Analysen weiter untersucht werden. Es sind zwar bisher viele
klinische Studien zu cCRP an Hunden durchgefiihrt worden, jedoch fehlen detaillierte
Strukturkenntnisse Uber das Protein selbst. Sowohl fir die mRNA- als auch die Aminoséaure-
Sequenz existierte bisher nur ein theoretisches in silico Modell (Acc. No XM_545746). In der
vorliegenden Studie sollten die Protein- und mRNA-Sequenz anhand von biologischen
Proben nativ bestimmt und dariber hinaus spezifische Proteinmodifikationen wie
Glykosylierungen analysiert werden. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse sollen die
Moglichkeit eréffnen weitere diagnostische Systeme zu etablieren und einzusetzen. Aufgrund
zahlreicher Parallelen zum hCRP ware der Hund insbesondere auch als Tiermodell fir
weitere wissenschaftliche Studien zu verschiedenen humanmedizinischen Erkrankungen
denkbar.

Zusatzlich zur Analyse des CRP von Hunden sollten Spezies-Vergleiche mit verschiedenen
direkten Verwandten des Hundes durchgeflihrt werden. Diese sollten zum Erkenntnisgewinn
des Stellenwertes des CRP im Entziindungsgeschehen anderer Caniformia-Spezies (z.B. bei
Zoo- und Wildtieren) beitragen, da Uber diese Tiere bisher keine Daten vorliegen. AulRerdem
wurden Serumproben von anderen, domestizierten Spezies der Unterfamilie der Eutheria
gewonnen und auf eine heterologe Reaktion des anti-cCRP-AK untersucht und verglichen,
da diese Tiergruppe haufig vorgestellte Patienten in der veterindrmedizinischen Praxis
darstellen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Klinische Studie

2.1.1 Hunde

In der Klinik und Poliklinik fir kleine Haustiere, Fachbereich Veterindrmedizin, Freie
Universitat Berlin, wurden in der Zeit zwischen November 2011 und Marz 2012 Serumproben
von Hunden, die wegen unterschiedlicher Erkrankungen vorgestellt wurden, gesammelt. Die
Proben wurden zu diagnostischen Zwecken entnommen, daher war eine
Tierversuchsanzeige nicht notwendig. Bei allen Hunden wurde eine Allgemeinuntersuchung
sowie Analysen des Blutbildes (SYSMEX XT-2000iV, Sysmex Deutschland GmbH,
Norderstedt) und der Blutchemie (Konelab 60i, Thermo Fisher Scientific, Clinical Diagnostics
Finland) durchgefiihrt. Die Probenentnahme erfolgte durch Punktion der Vena cephalica
dexter/sinister, der Vena saphena lateralis dexter/sinister oder der Vena jugularis
dexter/sinister. Aulkerdem wurden Rontgenbilder, sonographische Untersuchungen, Liquor-
Untersuchungen sowie mikrobielle und/oder histologische Untersuchungen je nach
Notwendigkeit in durchgefuhrt.

Die cCRP-Konzentration der Proben wurde innerhalb von vier Stunden nach der
Blutentnahme mit verschiedenen Schnelltestgeraten (s. Absatz 2.1.2) gemessen und das
Serum anschliellend aliquotiert. Die Proben wurden bis zur Messung der cCRP-
Konzentration mittels Referenzmethode in einem externen Labor (TECOmedical AG,
Rheinbach, Deutschland) fur maximal drei Monate bei -20 °C gelagert.

2.1.2 Schnelltestgerate

Die Proben wurden vergleichend mit drei verschiedenen Schnelltestgeraten (TECOmedical
AG; EUROLyser Diagnostica; LifeAssays) entsprechend der Herstellerangaben gemessen.
Als Referenzmethode wurde ein validierter Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
(TECOmedical Group, Sissach, Schweiz) verwendet.

Um sich mit der Benutzung der Gerate vertraut zu machen und Fehler durch die Nutzung zu
vermeiden, wurden im Vorfeld der Evaluierung einige Proben mit den jeweiligen
Schnelltestgeraten gemessen. Diese Messwerte wurden in der Auswertung nicht
berucksichtigt.

2.1.2.1 TECO°dogCRP-quant (TECOmedical, Sissach, Schweiz)

Dieses Messgerat basiert auf der ,Lateralflow Immunoassay“-Technik mit einem
polyklonalen Antikérper und hat einen Messbereich von 5 mg/l bis 200 mg/l. Fur die
Evaluierung dieses Testgerates wurden 5 pl Serum pro Messung verwendet. Das definierte
Probenvolumen wurde in das Testfeld aufgetragen und im Anschluss zwei Tropfen
antikdrperhaltige Pufferlésung dazugegeben. Wahrend einer 5-minitigen Reaktionszeit
wurden im Reaktionsfeld eine farbige Kontrolllinie sowie eine unterschiedlich stark farbige
Testlinie sichtbar. Die Intensitdt der Testlinie wurde mit einem optischen Messgerat
(TECOmedical) bestimmt und daraus der cCRP-Gehalt reziprok zur Farbintensitat errechnet.

2.1.2.2 EUROLyser solo cCRP (EUROLyser, Salzburg, Osterreich)

Der Schnelltest von EUROLyser nutzt ein immunoturbidometrisches Messverfahren, dessen
Messbereich zwischen 10 mg/l und 200 mg/I liegt. Dazu wurde in eine mit Pufferldsung
geflllte Messkulvette 20 ul Serum pipettiert und die antikérperhaltige Verschlusskappe auf
die Klvette gesetzt. Die verschlossene Kivette wurde in das Analysegerat eingesetzt,
zunachst die probenhaltige Pufferlosung durchmischt und dann ein Leerwert bei 340 nm
gemessen. AnschlieBend wurde durch das Analysegerat das Antikorperreagenz in der
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Verschlusskappe zu der Pufferldsung im unteren Teil der Klvette zugemischt und flnf
Minuten lang inkubiert. Wahrenddessen bildete sich ein Antigen-Antikdrper-Komplex und
nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Tribung des Puffers (Antigen-Antikdrper-
Komplex) gemessen. Aus dem Differenzwert zwischen dem Leerwert und dem zweiten
Messwert wurde der Gehalt an cCRP Uber eine Kalibrationskurve ermittelt.

2.1.2.3 LifeAssays® canine CRP (LifeAssays, Lund, Schweden)

Das dritte Schnelltestgerat arbeitet mit gekoppelten magnetischen Nanopartikeln sowie
ebenfalls mit anti-cCRP-AK beschichteten Silikatpartikel nach dem ,Magnetic-Immunoassay*
(MIA) Prinzip. Zunachst wurde der Leerwert als magnetisches Signal Uber eine Spule
(LifeAssays® VetReader) erfasst. Mit einer Kapillare wurden 5 pl Serum aufgezogen, die
gefullte Kapillare in das Reaktionsgefald gegeben und 30 Sekunden lang mit dem Inhalt des
Reaktionsgefalles durchmischt. Der gebildete Immunkomplex aus den oben beschriebenen
Nanopartikeln, dem cCRP-Protein und den antikérpergebundenen Silikatpartikeln setzte sich
wahrend einer Wartezeit von 11 Minuten als Pellet am Boden des Reaktionsgefalles ab. Die
Veranderung des magnetischen Signals im Uberstand wurde im Vergleich zum Leerwert
gemessen und daraus der cCRP-Gehalt auf dem internen Chip berechnet. Der Messbereich
dieses Gerates liegt zwischen 10 mg/l und 210 mg/I.

2.1.2.4 Referenzmethode

Als Referenzmethode wurde der canine CRP ELISA (TECOmedical AG, Sissach, Schweiz)
eingesetzt, welcher in einem Bereich zwischen 5 mg/l und 50 mg/I linear misst. Fir héhere
cCRP-Konzentrationen in den Serumproben wurden diese starker verdiinnt. Die Messung
der cCRP-Konzentration erfolgte in einem externen Labor (TECOmedical AG, Rheinbach)
aus bei -20 °C gelagerten Serumproben.

Die mit den drei Schnelltestgeraten ermittelten cCRP-Konzentrationen der Serumproben
wurden anschlieBend mit den cCRP-Gehalten des Referenz-ELISA verglichen und die
Unterschiede statistisch ausgewertet.

2.1.3 Durchfiihrung der Messungen

Alle 125 Proben wurden direkt nach der Blutenthahme aufbereitet und innerhalb von vier
Stunden die Serum-cCRP-Konzentration mit Hilfe der drei Messgerate bestimmt.

Zur Bestimmung der Genauigkeit der Messmethode wird grundsétzlich zwischen zwei Arten
von Wiederholungsmessungen unterschieden:

e Messungen zur Bestimmung der ,Inter-Assay Varianz“: Dazu wird dieselbe Probe auf
verschiedenes Testmaterial desselben Testsystems aufgebracht und in
verschiedenen Durchgéngen gemessen.

e Messungen zur Bestimmung der ,Intra-Assay Varianz“: Hierflir wird dieselbe Probe
auf dasselbe Testmaterial aufgebracht und im selben Durchgang gemessen.

Bei den untersuchten Geraten war es aus technischen Grinden (Einzelpunkt-
Messverfahren) lediglich mdglich, die Inter-Assay Varianz zu bestimmen. In den
Testsystemen von EUROLyser und LifeAssays findet die Antikérper-Antigen-Reaktion
innerhalb der Gerate statt und ist nur einmal messbar. Beim TECOmedical Testsystem
verstarkt sich die Farbintensitat mit der Zeit, so dass bei Messungen > 5 Min. falsch-niedrige
Werte gemessen wirden. Daher ist die Wiederholung der Messung technisch zwar mdglich,
jedoch nicht sinnvoll, da falsche Werte entstehen.

Zur Feststellung der Inter-Assay Varianz der drei Messgerate wurden insgesamt neun
Serumproben verwendet, von denen jeweils drei Proben einen cCRP-Gehalt von <20 mgl/l,
50-100 mg/l oder > 130 mg/l (auf Basis der ELISA-Messungen) aufwiesen. Alle Proben
wurden sechsmal gemessen.

Zur Priafung der Probenstabilitdt wurden Serumproben unter verschiedenen Bedingungen
gelagert und zu festgelegten Zeitpunkten gemessen. Die Stabilititsmessungen wurden nur
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fur die Testsysteme von TECOmedical und EUROLyser Uber 24 Stunden evaluiert. Die
Stabilitdtsmessung war fur das LifeAssays Schnelltestgerat nicht moglich, da hier eine zu
geringe Anzahl an Testrohrchen zur Verfliigung stand. Insgesamt wurden Serumproben von
sechs Hunden fir den Versuch verwendet. Drei Proben wiesen einen Serum-cCRP-Gehalt
von 20 mg/l, zwei Proben einen cCRP-Gehalt von ca. 100 mg/I (101 mg/l, 105 mg/l) und eine
Probe einen cCRP-Gehalt von 140 mg/l (ELISA-Bestimmung) auf. Zum Stabilitadtsvergleich
wurde die entsprechende Probe in zwei Aliquots aufgeteilt, von denen eines bei
Raumtemperatur (RT) und das zweite bei 4 °C gelagert wurde. Die Messungen wurden
direkt nach der Probenentnahme, nach 4 und 24 Stunden durchgefuhrt.

Ein Phanomen, welches haufig bei immunoturbidometrischen Tests auftreten kann, ist der so
genannte ,high dose hook-effect. Darunter versteht man falsch-negative oder falsch-
niedrige Messungen, die bei besonders hoher Analytkonzentration auftreten (Jury et al.
1990). Um diesen Effekt auszuschlielen, wurden zusatzlich einige Proben in Verdlinnungen
von 1:2, 1:3 und 1:4 im EUROLyser Schnelltestgerat gemessen. Die Proben wurden mit
einem Serum verdinnt, welches einen cCRP-Gehalt von 0,1 mg/l aufwies. Im Anschluss
erfolgte der Vergleich abweichender Proben hinsichtlich tUberschneidender Eigenschaften
(verabreichte Medikamente, Probenbeschaffenheit).

Die Beurteilung der Messwerte hinsichtlich der Vergleichbarkeit zu der Referenzmethode
erfolgte anhand bestimmter Parameter, die angelehnt an die Publikationen von Jensen und
Kjelgaard-Hansen sowie Flatland et al. ermittelt wurden (s. Absatz 2.1.4) (Jensen und
Kjelgaard-Hansen 2006; Flatland et al. 2010). Dazu zahlt unter anderem die Fahigkeit der
Testgerate, zwischen niedrigen und hohen cCRP-Gehalten unterscheiden zu kénnen. Da
10 mg/l die niedrigste Konzentration war, die von allen Geraten erfasst werden konnte,
wurde dieser Wert als unterster Grenzwert fir die vorliegende Bewertung verwendet.

2.1.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der IBM® SPSS® Statistics 20 (IBM Corporation®)
und RStudio (RStudio Inc.) Software. Im Vorfeld der statistischen Auswertung ergab sich das
Problem unterschiedlicher Messgrenzwerte der Schnelltestgerate:

e Die untere Messgrenze liegt bei 5 mg/l fur das TECOmedical Messgerat und bei
jeweils 10 mg/l fir das EUROLyser und das LifeAssays Messgerat.

e Der obere Messgrenzwert des TECOmedical und des EUROLyser Messgerates ist
200 mg/l, die des LifeAssays Gerates 210 mg/l.

Der ELISA dagegen kann auch Konzentrationen unterhalb von 5 bzw. 10 mg/I und oberhalb
von 200 bzw. 210 mg/l messen. Fur den direkten Vergleich der Schnelltestergebnisse mit
den ELISA Ergebnissen waren daher die unterschiedlichen Messgrenzwerte problematisch.
Deshalb wurden die ELISA-Werte fir die statistische Auswertung im Nachhinein
folgendermalen an die jeweiligen Messgerat-Grenzwerte angepasst:

e Fir den Vergleich der Ergebnisse des TECOmedical Systems mit denen des ELISA
wurden alle Werte unterhalb von 5mg/l dem Wert 4.99 mg/l gleichgesetzt.
Entsprechend erfolgten flir das EUROLyser und LifeAssays Schnelltestgerat mit dem
Grenzwert 10 mg/L die Anpassung der Werte auf 9.99 mg/l.

e Fir Konzentrationen uber 200 mg/l wurde in allen Schnelltestsystemen der Wert
201 mg/l angenommen, da im LifeAssays Gerat kein Wert Gber 200 mg/l gemessen
wurde.

Alle Auswertungen, die Vergleiche zwischen den Schnelltestgeraten und dem Referenz-
ELISA beinhalteten, erfolgten getrennt nach den Grenzwerten.

Die deskriptive Statistik der gemessenen cCRP-Werte schloss die Berechnung von
Haufigkeiten, Median, Anteilswerten und Standardabweichungen ein. Die Normalverteilung
der Daten wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test Uberprift. Da die Werte des ELISA im
Nachhinein an die Messgrenzwerte angepasst wurden und daher nicht mehr alle Daten
metrisch waren sondern teilweise lediglich ordinal, wurde die Korrelation zwischen den
Schnelltestsystemen und dem ELISA mit dem Korrelationskoeffizient nach Spearman

Material und Methoden Seite | 11



(Spearman’s rho) anstatt dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson bestimmt. Die
Korrelation wurde zusatzlich tber ein einfaches Streudiagramm graphisch dargestellt.
Unter der Annahme, dass nicht nur die neuen Messmethoden sondern auch der ELISA eine
gewisse Fehlerquote aufweist, wurde zusatzlich zu der einfachen linearen Regression die
Deming Regression bestimmt. Die hierbei ermittelte Steigung gibt Auskunft Gber den
proportionalen Fehler und der Schnittpunkt mit der y-Achse ermittelt einen maoglichen
konstanten Fehler. Die hierflir berechneten Signifikanzen als Quotient des Koeffizienten
durch seinen Standardfehler ergeben sich als t-Werte mit einer Signifikanz bei einem t > 2.
Zur graphischen Darstellung des direkten Vergleichs der jeweiligen Messgerate mit dem
ELISA wurde das Bland-Altman Diagramm verwendet. Hierfir wurden die absoluten
Differenzen zwischen den cCRP-Messwerten (ELISA minus Schnelltest) berechnet und an
der vertikalen Achse (y-Achse) aufgetragen. Fir die horizontale Achse (x-Achse) wurden die
Mittelwerte dieser Differenzen berechnet und aufgetragen. Zuséatzlich wurden die oberen
resp. unteren Ubereinstimmungsgrenzen berechnet:

Oberer / Unterer Grenzwert = Mittelwert der Differenzen + 1,96 * SD der Differenzen.

Zur Beurteilung der Qualitat der Schnelltestgerate wurden die Qualitatskriterien von (Jensen
und Kjelgaard-Hansen 2006) berechnet und mit den dort bzw. in den offiziellen Vorgaben der
American Society for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP) angegebenen zuldssigen
Hochstwerten (s. Anhang 1V) verglichen:

e Der Variationskoeffizient (CV) zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
bei Mehrfachmessung einer Probe (CV); dieser entspricht der Inter-Assay Varianz.

Hierzu wurde zunachst der Mittelwert (x ) und die Standardabweichung (SD) aus der
Summe der Messwerte eines Hundes (n=6) berechnet

6
X Einzeltier = Z (Messungen eines Hundes)
1

SDEinzeItier =

und daraus folgend

SD inzeltier
CVEinzeItier = ﬂiﬁlOO

X Einzeltier
Der CVeinzetier aller neun Hunde wurde addiert und durch die Anzahl der Hunde geteilt,
woraus sich der Gesamt-CV ergab. Der laut ASVCP Leitlinien zuléssige CV (CVpes)
zur Akzeptanz einer neuen Testmethode betragt 12,2 %.

e Die Verzerrung (Bias) als Mal} des systematischen Fehlers wurde aus den relativen
Differenzen aller 125 bzw. 51 Paarmessungen ermittelt. Der in den ASVCP Leitlinien
beschriebene bendtigte Bias (Bpes), um die getestete Methode als geeignet
einzustufen, liegt bei 9,5 %.

e Die Kombination der beiden genannten Parameter (CV, Bias) beschreibt den totalen
Fehler (TE). Dieser wurde wie folgt berechnet:

TE = Bias + 2*CV

Als Grenzwert fir den maximalen totalen Fehler (TEpes) wurde der, in den ASVCP
Leitlinien angegebene Wert von 29,6 % angesetzt.

Die Fahigkeit der Testgerate, zwischen Proben mit niedrigen und hohen cCRP-Werten zu
differenzieren, wurde mittels Mann-Whitney-U Test ausgewertet.

Die Stabilitat des cCRP unter verschiedenen Lagerungsbedingungen wurde mittels eines
gepaarten t-Tests untersucht, sowohl mit als auch ohne Bonferroni-Korrektur.
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2.1.5 Verlaufsstudie

Zusatzlich wurden im Rahmen der Evaluierung der Schnelltestgerate von mehreren Hunden
(n=9) Serumproben zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen und daraus der cCRP-Gehalt
bestimmt. Die Probenentnahme erfolgte, wie auch bei der Evaluierung der Gerate,
ausschlielllich zu diagnostischen Zwecken und fir die Messung des cCRP wurden
ausschlielllich die Reste der Blutproben verwendet. In diesem Teil der Studie wurden
Patienten eingeschlossen, von denen zur Uberwachung des Krankheitsverlaufes regelméaRig
Blutproben entnommen wurden. Je nach Dauer der Beprobung wurden die Hunde in zwei
Gruppen eingeteilt: Die erste Gruppe umfasste Hunde mit mehreren Blutenthahmen
innerhalb der ersten beiden Wochen nach Erstvorstellung, in denen der Verlauf der cCRP-
Ausschittung wahrend der akuten Krankheitsphase und das Ansprechen auf die Therapie
untersucht werden sollte. Die Beprobung der Hunde in der zweiten Gruppe wurde Uber eine
Dauer von etwa drei bis finf Monaten durchgefiihrt. Die Blutprobenentnahmen erfolgten
aufgrund der individuellen Behandlung und Betreuung zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

Die Blutproben wurden an vier bis elf unterschiedlichen Zeitpunkten, abhangig vom
jeweiligen Patienten entnommen und ihre Messung erfolgte im canine CRP ELISA
(TECOmedical AG, Sissach, Schweiz), der bereits in den Evaluierungsmesskontrollen
verwendet wurde, durch ein externes Labor (TECOmedical AG, Schweiz). Zusatzlich wurde
bei einem Teil der Proben die cCRP-Konzentration direkt nach der Blutprobenentnahme mit
dem Schnelltestgerat von TECOmedical gemessen.

Die verwendeten Serumproben dienten der Uberpriifung des Konzentrationsverlaufes von
cCRP vor und wahrend der Therapie der beprobten Hunde und wurden daher bei der
Evaluierung der Schnelltestgerate nicht berlcksichtigt.
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Proteincharakterisierung

Tab. 1 Ubersicht der Pufferzusammensetzung fiir die Proteinanalysen

Puffer / L6sungen Zusammensetzung

Anodenpuffer 200 mM Tris, pH 8,9

Ammoniumpersulfat (APS) 10% in ddH,O

Bindungspuffer 100 mM Tris, 100 mM NaCl, 2 mM CaCl,, pH 8.0

0,25% Fischgelatine in TBST

Blockierldsung 2 5% BSA in TBST
,97/0

2D-DIGE-Puffer 8 M Urea, 4% CHAPS, 30 mM Tris, pH 8,5
Elektrophoresepuffer (2 D) (10-fach) | 250 mM Tris, 1,9 M Glycin, 35 mM SDS, pH 8,3
Elutionspuffer 100 mM Tris, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA

6 M Harnstoff, 30% Glycerin, 2% SDS, 50 mM Tris/HCI, 0,02%

Equilibrierungspuffer Bromphenolblau, pH 8,8

Kathodenpuffer 100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1% SDS, pH 8,25
Mild stripping buffer 200 mM Gilycin, 3,5 mM SDS, 1% Tween 20, pH 2,2
Gelfiltrationspuffer 10 mM Tris, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8
Ponceaufarbung 0,5% Ponceau in 0,01%iger Essigsaure
Polyacrylamidgel Entfarbelésung 10% Essigsaure, 1% Ethanol

Polyacrylamidgel Farbel6sung 0,1% Coomassie-Blau G250

Polyacrylamidgel Fixierlésung 40% Isopropanol, 10% Essigsaure
Protein-SDS-Puffer 50 mM Tris/HCI pH 6,8, 2% (w/v) SDS
Sammelgelpuffer 1 M Tris pH 6,8

Stripping Buffer 6 mM Tris/HCI, 7 mM SDS, 0,7% [-Mercaptoethanol, pH 6,8
SDS—Elektrodenpuffer 25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1% SDS, pH 8,3
Tris-Buffered-Saline (TBS) 150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7,5

TBS-T 1x TBS, 0,1% Tween 20 pH 7,5

Towbin Puffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% MeOH, pH 8,3
Trenngelpuffer 1,5 M Tris pH 8,8

TRIS-HCI-SDS Puffer 36,4 g Tris, 0,3 g SDS in 100 ml ddH,O; pH 8,45

2.1.6 Probennahme

Zur Untersuchung des Serum-cCRP von Hunden sowie den anderen in dieser Studie
verwendeten verwandten und nicht-verwandten Spezies wurden Blutproben entweder von
Patienten aus der Klinik und Poliklinik fur kleine Haustiere, Fachbereich Veterinarmedizin,
Freie Universitat Berlin oder anderen Instituten (s. Tab. 10) entnommen. Die Probennahme
erfolgte je nach Tier an der Venae cephalica, Vena saphena lateralis oder Vena jugularis
dexter/sinister. An Tieren post mortem erfolgte die Blutgewinnung zusatzlich aus dem
Ventriculus cordlis.

Fir die Reinigung des Serum-cCRP wurden gréf3ere Mengen Blut benétigt. Die Blutproben
wurden daher nur von erkrankten Hunden post mortem entweder aus dem Ventriculus cordis
oder aus der Vena jugularis dexter/sinister entnommen. Aus den Vollblutproben wurde durch
Zentrifugation in Kunststoffrohrchen mit Kunststoffkugeln (Sarstedt) zunachst Serum
hergestellt, das je nach Verwendung fir einen Zeitraum zwischen wenigen Tagen und 24
Monaten bei -20 °C gelagert wurde.
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2.1.7 Proteinquantifizierung

Fur Serumproben, die flr proteinbiochemische Versuche verwendet wurden, wurde der
Proteingehalt mittels Bio-Rad Protein Assay (BioRad Laboratories GmbH) nach Angaben
des Herstellerprotokolls ermittelt. Alle Proben sowie die Standardreihe aus bovinem
Serumalbumin (BSA) wurden als Duplikat bestimmt.

2.1.8 cCRP-Reinigung aus Serum

Fir die Reinigung von Proteinen werden haufig Chromatographie-Verfahren angewendet.
Dabei trennen sich die verschiedenen Proteine in einer mobilen Phase interagierend mit
einer stationaren Phase auf. Es gibt verschiedene Arten von Chromatographie-Verfahren, im
Folgenden werden Affinitdtschromatographie (s. Absatz 2.1.8.1) und die Gelffiltration
beschrieben (s. Absatz 2.1.8.2), die als Chromatographie-Verfahren fir die Reinigung des
nativen cCRP verwendet wurden. Die Effektivitdt der Reinigungsverfahren wurden im
Anschluss mittels Densitometrie im Bio 1D-Programm (Vilbert Lourmat) der angefertigten
SDS-PAGE-Gele ausgewertet. Die Etablierung der Protokolle und die praktische
Durchfiihrung wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Dr. R. Einspanier durchgeflhrt.

2.1.8.1 Affinitatschromatographie

Da CRP eine hohe Bindungsaffinitat zu Phosphorylcholin (PCh)-Molekilen besitzt, wurde
das Protein aus dem gewonnenen Serum mittels Affinitatschromatographie gereinigt. Das
Prinzip wurde bereits (Volanakis und Clements 1978) beschrieben: Agarose-gekoppelte PCh
bildet die stationare Phase, an die cCRP-Molekile aus dem Serum calciumabhangig binden.
In einem zweiten Schritt werden die Ca**-lonen durch die Verwendung des Chelatbildners
EDTA zusammen mit dem cCRP-Protein von der Saule eluiert.

Fiar die Affinitdtschromatographie wurde eine PCh-Saule (Thermo Fisher Scientific),
angelehnt an beschriebene Reinigungen (Kuwajima und Okuda 1987), verwendet. Bei einem
Teil der Reinigungen wurde zunachst das Serum verschiedener Hunde vereinigt. Die
Serumproben wurden dann jeweils mit dem gleichen Anteil des calciumreichen
Bindungspuffers vermischt. Die PCh-Saule wurde mit Bindungspuffer equilibriert und das
Serum-Bindungspuffer-Gemisch auf die Saule aufgetragen. Nach einer einstlindigen
Inkubationszeit wurde die Saule zunachst mit Bindungspuffer gewaschen, um andere
Proteine und Serumbestandteile zu entfernen. Die Elution des cCRP von der PCh-Saule
erfolgte mit einem EDTA-haltigen Elutionspuffer. Sowohl die Waschung als auch die Elution
erfolgten unter UV-Kontrolle (dktaprime, GE Healthcare) bei 280 nm, da die aromatischen
Reste der Aminosauren (insbesondere Tyrosin und Tryptophan) bei dieser Wellenlange
absorbieren. Dazu wurde an die Saule eine UV-Zelle gekoppelt und die Veranderung der
Extinktion wahrend der verschiedenen Schritte der Reinigung Uberprtift. Die Aufzeichnung
und Visualisierung der UV-Messung erfolgte zeitgleich mittels der Software primeview (GE
Healthcare).

2.1.8.2 Gelfiltration

Im Anschluss an die Reinigung des cCRP mittels Affinitdtschromatographie wurden bei
einem Teil der Proben verbliebene Verunreinigungen zuséatzlich Uber eine
GrolRenfraktionierung mittels Gelfiltration beseitigt. Bei der Gelfiltration werden Proteine Gber
ein porenhaltiges Gel gepumpt. Je nach MolekllgrolRe bendtigen die Proteine
unterschiedlich lange Zeit, da sich kleinere Moleklle starker in den Poren verfangen und ihr
Lauf dadurch abgebremst wird. Die Gelfiltration wurde in der HiPrep™ 16/60 (GE Healthcare)
mit 120 ml Sepharyl™ S-300 HR (GE Healthcare) durchgefiihrt.

Fur die Erstellung der Standardgeraden wurden die Proteine BSA (67 kDa) und Aldolase
(158 kDa) in einer Endkonzentration von 250 ug/ml verwendet. Zur Durchfiihrung der
Gelfiltration wurde das aktaprime-Gerat (GE Healthcare) mit entsprechender Geratesoftware
verwendet. Die Sdule mit dem Gelmaterial wurde zur Vorbereitung ausreichend mit
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Gelfiltrationspuffer gesplilt, die Standardproteine auf die Saule aufgegeben und die Saule
damit kalibriert.

Die Proben aus der Affinitatschromatographie wurden unter Verwendung eines Spinfalcons
(Vivaspin 20, GE Healthcare) auf 500 pl konzentriert (3.000 g, 15 Min.) und dann auf die
Gelffiltrations-Saule gegeben und mit Gelfiltrationspuffer gespult. Deutliche Extinktions-Peaks
wurden in 1ml-Fraktionen gesammelt, die enthaltende Proteinmenge quantifiziert und die
Proben bei -20 ° gelagert.

2.1.9 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde zur Untersuchung der MolekilgroRe eingesetzt
und 2D-Gelelektrophorese wurde zur Erfassung sowohl des isoelektrischen Punkts als auch
der MolekiilgréRe angewendet.

2.1.9.1 Sodiumdodecyl-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung nach Molekulgrofie (SDS-PAGE) erfolgte in Tricin-Polyacrylamidgelen
mittels der SE 250-Apparatur (GE Amersham) unter Kihlung auf 10 °C.

Tab. 2 Rezept der verwendeten Tricin-Polyacrylamidgele

Lésungen (ml) Tricin-Trenngel | Sammelgel
Acrylamid 37,5:1; 30% 2,5 0,243
Tris/HCI-SDS-Puffer 1,67 0,47
ddH20 0,3 1,17
Glycerol 100% 0,53 -

APS 10% 0,025 0,01
TEMED 0,023 0,011

Die verwendeten Proben wurden auf 1 pg/pl Gesamtprotein-Konzentration mit SDS-PAGE
Puffer eingestellt und mit nicht reduzierendem Ladepuffer (Roti-Load Il, Roth) vermischt.
Dieser wurde vor der Zugabe auf 60 °C erhitzt und ein Volumen von 3 ul Roti-Load Il pro
10 ul Probenvolumen zu der Proteinprobe appliziert (10 uyg Gesamtprotein). Fir die SDS-
PAGE mit Tricin-Polyacrylamidgelen war die Verwendung eines Zweipuffersystems mit
einem Anoden- und einem Kathodenpuffer notwendig (Tab. 1). Als Grokenstandard diente
der PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Die
Elektrophorese erfolgte in zwei Stufen (s. Tab. 3) mittels der Electrophoresis Power Supply-
EPS 3500 XL (Pharmacia).

Tab. 3 Elektrische Lauf-Bedingungen der SDS-PAGE Die Bedingungen der zweiten Stufe wurden
so lange beibehalten, bis die Lauffront am Ende des Gels angekommen war (*).

Zeit (Min.) Stromspannung (V) Stromstéarke (mA)/Gel Leistung (W)
Stufe 1 20 50 75 10
Stufe 2 ca. 150* 150 75 10

Die Gesamtlaufzeit fir die Tricingele betrug etwa 3 h. Nach Abschluss der SDS-PAGE
wurden je nach Fragestellung eine Farbung mit Coomassie-Blau, ein Western Blot oder eine
Glykoproteinuntersuchung angeschlossen.
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2.1.9.2 2D-Gelelektrophorese

Fir die Untersuchung der Untereinheiten des cCRP-Proteins nach isoelektrischem Punkt
und GroéRenunterschieden wurde eine 2D-Gelelektrophorese durchgeftihrt. Daflir war
zunachst die Umpufferung der Proteinlésung notwendig, wofir pro 2D-Gel 20 mg
Gesamtprotein aus der Affinitdtschromatographie gefriergetrocknet eingesetzt wurde. Die
Proteinmenge wurde zuvor wie unter 2.1.7 beschrieben, quantifiziert. Das entsprechende
Probenvolumen wurde in ein Reaktionsrohrchen gegeben und fiir 90 Min. bis 180 Min. in der
Lyovac GT 2 (Finn-Aqua Santasalo-Sohlberg GmbH, Minchen, Deutschland) mithilfe der
Trivac B Vakuum Pumpe (Leybold Vakuum GmbH, KdIn, Deutschland) lyophilisiert.

Fur die 2D-Gelelektrophorese wurde die lyophilisierte Probe initial in 100 ul 2D-Differential-
Gelelectrophoresis (2D-DIGE)-Puffer resuspendiert. Die Probe wurde zusatzlich mit
Immobilisierter-pH-Gradienten-Puffer (IPG Puffer; GE Healthcare) und DeStreak Rehydration
Solution (GE Healthcare) versetzt und gemischt. AnschlieRend erfolgte die isoelektrische
Fokussierung (IEF) in der Protean IEF Cell (Bio-Rad Laboratories GmbH). Dazu wurde der
ReadyStrip™ IPG Strip pH 3-10 non-linear (Bio-Rad Laboratories GmbH) aufgelegt, die
Probe aufgetragen und beides mit 3 ml PlusOne Dry Strip Cover Fluid (GE Healthcare)
Uberschichtet. Der fertig entwickelte Streifen mit aufgetrenntem Protein wurde bei -20 °C
gelagert. Die Equilibrierung des IEF-Streifens im Anschluss an die IEF erfolgte mit einem
Puffer in zwei Stufen. Zehn ml des Equilibrierungspuffer wurden entweder mit 0,1 g 1,4-
Dithiothreitol (DTT) oder mit 0,25 g lodacetamid versetzt und der IEF-Streifen jeweils 15 Min.
lang zunachst im DTT-haltigen und anschlieend in lodacetamid-haltigem Puffer equilibriert.
Nach einem Waschschritt mit Elektrodenpuffer wurde der IEF-Streifen auf der oberen Kante
eines Polyacrylamidgels (Acrylamid, 1,5 M Tris pH 8,8 + 0,4% SDS, ddH,O, TEMED, APS)
aufgelegt und mit 0,5%-iger Agarose Uuberschichtet. Die Durchflhrung der 2D-
Gelelektrophorese erfolgte im Proteomics-Labor (Dr. A. Bondzio) des Instituts fur Veterinar-
Biochemie.

Nach Abschluss der 2D-Gelelektrophorese wurden die Gele wahlweise mit Flamingo™
Fluorescent Gel Stain (Bio-Rad Laboratiories GmbH), Coomassie-Blau oder
Glykoproteinfarbung angefarbt. In den Versuchen, in denen die Gele nicht direkt gefarbt
wurden, erfolgte ein Western Blot mit anschlieRender Immundetektion oder spezifischem
Glykoprotein-Nachweis.

2.1.10 Proteinnachweis nach Gelelektrophorese

Im Anschluss an die elektrophoretischen Verfahren wurden die Proteine wie folgt detektiert.

2.1.10.1 Coomassie-Blau-Farbung

Fir die Farbung mit Coomassie-Blau wurden die Polyacrylamidgele zunéchst zehn Minuten
lang in der Fixierlésung inkubiert, im Anschluss eine Minute lang in Coomassie-Blau Lésung
erhitzt und zuletzt mittels 10%-iger Essigsdure mit Ethanolzusatz entfarbt bis die
Proteinbanden deutlich sichtbar wurden.

2.1.10.2 Fluoreszenz-Farbung

Zum Nachweis von gereinigtem cCRP in der 2D-Gelelektrophorese wurde Flamingo™
Fluoreszenz Farbstoff (Bio-Rad Laboratories, Inc.) verwendet. Dazu wurden die Proteine
initial fir 2 Stunden mittels Fixierlésung im Proteingel fixiert. AnschlieRend wurde die
Farbelbésung zu einer Arbeitslosung 1:60 verdinnt und das Gel darin Uber Nacht inkubiert.
Die Visualisierung erfolgte durch Detektion des grinen Fluoreszenz-Signals (532 nm) im
Laserscanner Typhoon 9400 (Amersham Bioscience).
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2.1.10.3 Western Blot

Der Western Blot erfolgte sowohl im Anschluss an die SDS-PAGE als auch an die
2D-Gelelektrophorese. Fir das Blotten wurden  Amersham Hybond™-ECL
Nitrocellulosemembranen (0,2 um; GE Healthcare) in ddH,O und Towbinpuffer sowie
Blotpapier (1,5 mm; Whatman) in Towbinpuffer jeweils bei 4 °C equilibriert, verwendet. Nach
40-miniitigem Blotten bei 1,25 mA / cm? Gel im TE 77 Semi-dry Transfersystem (Amersham
Bioscience) wurden die Nitrocellulosemembranen in Blockierldsung, 0,25%ige Fischgelatine
(anti-cCRP-Antikorper) oder 2,5%igem Milchpulver (6xHis-Epitope-Tag-Antikérper), Uber
Nacht bei 4 °C oder eine Stunde bei RT inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit
dem Primarantikérper (s. Tab. 4) entweder Uber Nacht bei 4°C oder eine Stunde bei RT.

Da die Polyacrylamidgele, die fir die 2D-Gelelektrophorese verwendet wurden, dicker waren
als die SDS-PAGE-Gele, wurde die Blottingzeit fir 2D-Gele auf 60 Min. ausgedehnt. Die
sonstigen Bedingungen wurden beibehalten, lediglich das Volumen der verwendeten
Lésungen auf die GroRe der Membran angepasst.

Tab. 4 Zur Inmundetektion eingesetzte Antikérper (AK)

Primérantikorper Gekoppeltes Detektionssystem/Sekundéarantikérper
Bezeichnung Markierung | Verdiinnung Bezeichnung Verdiinnung

Anti-cCRP-AK . . Streptavidin Horseradish Peroxidase .

(TECOmedical) Biotin 1:5.000 (HRP) (Calbiochem) 1:100.000

6xHis Epitope Tag (anti- ECL Mouse IgG, HRP

HisTag) Antibody - 1:2.000 1:3.000

(Pierce Biotechnology) (GE Healthcare)

Nach der Primarantikérper-Inkubation und anschlieendem Waschen in TBST (1x 15 Min.,
3x 5 Min.) wurde die Membran fir eine halbe Stunde mit dem Sekundarantikdrper oder dem
Streptavidin/HRP inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde eine erneute
Waschung wie im Schritt davor durchgefiihrt. Zuletzt wurde das Chemilumineszenz-Reagenz
Amersham ECL Select™ Western Blotting Detektion Reagent (GE Healthcare), das durch
die HRP umgesetzt wird, flir 5 Min. auf die Membran aufgegeben. Die wahrend dieser Zeit
gebildeten Lumineszenz-Signale wurden im Chemilumineszenzimager SL4 -4000 (Vilber
Lourmat) detektiert.

Wenn auf einem Western Blot der Proteinnachweis mit einem zweiten Antikdrper (AK)
erfolgen sollte, wurden die Membranen so behandelt, dass der Ursprungszustand nach dem
Blotten wieder hergestellt wurde. Dazu wurde die Membran nach der Bildaufnahme in TBST
gewaschen (4x 5 Min.). AnschlieRend wurde die Membran fir 30 Min. bei 50 °C in ,Stripping-
Buffer” inkubiert und wiederum 3x 5 Min. in TBST gewaschen. Nach dieser Behandlung
konnte die Membran wieder fir nachfolgende Experimente verwendet werden.

2.1.10.4 Glykoproteinnachweis

Der Nachweis der Glykosylierung der Proteine und die spezifische Untersuchung der
Glykosylierungsmuster wurden mit zwei verschiedenen Systemen durchgefuhrt. Bei beiden
Untersuchungen wurden sowohl die Methode der SDS-PAGE als auch die 2D-
Gelelektrophorese als Trennverfahren angewendet.

Zunachst erfolgte der Nachweis einer vorhandenen Glykosylierung durch das Pierce
Glykoprotein Staining Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA, Thermo Fisher Scientific)
entsprechend der Herstellerangaben. Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die
Proteine im Gel fixiert, mit 3%-iger Essigsdure gewaschen und den entsprechenden
Oxidations-, Farbe- und Reduktionslosungen inkubiert. Die Glykosylierung der Proteine
wurde durch Waschen mit 3% Essigsaure und ddH,O sichtbar.

Der Nachweis spezifischer Glykosylierungsmuster durch Lektine wurde mit dem DIG Glykan
Differentiation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim,
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Deutschland) nach dem Blotten auf Nitrocellulosemembranen (s. Absatz 2.1.10.3),
durchgefuhrt. Das Kit umfasst finf verschiedene Lektine (GNA, Galanthus nivalis Agglutinin;
SNA, Sambucus nigra Agglutinin; MAA, Maackia amurensis Agglutinin; PNA, Arachis
hypogaea Agglutinin; DAS, Datura stramonium Agglutinin) sowie entsprechende
Positivkontrollen. Die Membran wurde nach Blockierung und den verschiedenen
Waschschritten jeweils eine Stunde mit dem entsprechenden Lektin inkubiert. Die
gebundenen Lektine wurden aufgrund der Bildung von Nitroblau-Tetrazoliumsalz durch die
konjugierte Alkalische Phosphatase sichtbar gemacht.

Der Nachweis der Bindungsaffinitat eines bestimmten Lektins ermdglicht einen Hinweis auf
den terminalen Zuckerrest und seine Verknlipfung zum davorliegenden Monosaccharid.
Haufig sind hierbei verschiedene Verknupfungsvarianten moglich. In dem DIG Glykan
Differentiation Kit sind die Nachweise von Mannose, Sialinsaure, p-Galactose und N-
Acetylglucosamin (GIcNAc) als terminale Struktureinheiten maoglich. Als Verknipfungspartner
kénnen Mannose, B-Galactose, N-Acetylgalactosamin (GalNAc) sowie die direkte
VerknlUpfung mit einer Aminosaure nachgewiesen werden, wobei nicht zwischen einer N-
oder O-glykosidischen Verknipfung des Zuckerrestes mit dem Peptid differenziert werden
kann. Um diese spezifische Verknlpfung zwischen dem Kohlehydrat und dem Protein zu
identifizieren, ist die Abspaltung des Zuckerrestes mittels einer Endoglykosidase, die
spezifisch entweder N- oder O-glykosidische Verknifungen spaltet. AnschlieBend wird das
behandelte Protein erneuten mit dem entsprechenden Lektin inkubiert. Ist zuvor die
Abspaltung des Zuckerrestes durch die Endoglykosidase erfolgt, ist der Nachweis mit dem
spezifischen Lektin nicht mehr méglich. Die Uberpriifung der Art der glykosidischen Bindung
erfolgt daher Gber das Vorhandensein oder Fehlen einer Lektinbindung nach der Behandlung
mit einer Endoglykosidase.

Im Anschluss an den spezifischen Glykosylierungsnachweis wurde das Protein daher mit der
Endoglykosidase PNGase F (New England Biolabs Inc.) nach dem Herstellerprotokoll
behandelt. Dazu wurde das Protein zunachst mit dem Denaturierungspuffer versetzt und
unter Erhitzen (100 °C fur 10 Min.) denaturiert. AnschlieBend wurde der Reaktionspuffer,
NP40 und das Enzym PNGase F zugegeben und wahrend der einstiindigen Inkubationszeit
das Protein deglykosyliert.

2.1.11 Proteinsequenzierung

Die im ,National Center for Biotechnological Information® (NCBI) bisher publizierte cCRP-
Proteinsequenz beruht auf der in silico Deduktion der mRNA und enthalt folgende
Aminosauresequenz (Accession Nummer (Acc. Nr.) XP_545746):

MEKLWPCLLVLMNLPGAFLQIDLDEKAFVFPRESENSYVILFPQLQKPMKAFTVCLQVYTDL
TRPHSLFSYATKAQSNEILLFKERPGLFSVSVGGSDAFINFPQKFYAPQHFCVTWESVTGLT
ELWVDGKPMVRASLRRGYTVGSGASIVLGQEQDSFGGGFDKNQSLVGDIEDVNMWDFVL
SPSQILTLYTTRALSPNVLNWRNLRYETRGEVFLKKELWS

Diese Sequenz besteht aus 223 Aminosauren. Zur Uberpriifung der Proteinsequenz wurde
eine  Teilsequenzierung von nativem cCRP aus  Serumfraktionen  mittels
Massenspektrometrie (MS) durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte zundchst mittels ,Matrix-
Associated-Laser-Desorption  Time-of-Flight* (MALDI-TOF) -MS und in einer spater
durchgeflihrten Sequenzierung mittels Orbitrap. Dazu wurde gereinigtes cCRP-Protein
(s. Absatz 2.1.8.1) initial elektrophoretisch aufgetrennt (s. Absatz 2.1.9.1) und mit
Coomassie-Blau angefarbt (s. Absatz 2.1.10.1). Das Peptid-Mapping wurde von
Dr. Jayaseelan Murugaiyan im Institut fur Tierhygiene, Fachbereich Veterinarmedizin, Freie
Universitat Berlin durchgeflhrt.

Zusatzlich wurde die N-terminale Sequenzierung (Edman-Abbau) in Auftrag gegeben
(Proteome factory, Berlin). Dazu wurde gereinigtes cCRP nach SDS-PAGE aufgetrennt
(s. Absatz 2.1.9.1), auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen (s. Absatz 2.1.10.3) und
diese mit 0,5%-iger Ponceaulésung angefarbt. Die beiden einzelnen sichtbaren Banden
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wurden ausgeschnitten und separat in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefall verschickt. Beide
Banden wurden der N-terminalen Sequenzierung unterzogen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Tab. 5 Ubersicht der Puffer und Lésungen fiir die RNA/DNA-Analysen

Puffer / L6sungen

Zusammensetzung

Agarose Gel (1.5%):

6 g Agarose + 400 ml 1x TAE

Calciumlésung

0,1 M CaCl,, pH 7,6

Magnesiumldsung

0,1 M MgCl,, pH 7,6

Nukleinsaure-Ladepuffer

25 mg Orange G, 5 ml 100% Glycerin, 40 yl EDTA (0,5 M), 1 ml 10x
TAE, 3,96 ml ddH,0

Puffer fr Primer (Tris-EDTA- | 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0; Primer Stammlésung: 100 pmol;
Puffer)

working solution: 10 pmol

Lysispuffer IMAC

50 mM Nay,HPO,, 300 mM NaCl

Waschpuffer IMAC

50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol

Elutionspuffer IMAC

50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol

Tab. 6 Verwendete Primer fiir PCR und DNA-Sequenzierungen

Primer Firma Primersequenz Tm (°C)

1 pEX-A_fw Metabion 5‘ gtcggggctggcttaactat 3° 58,0
pEX-A_rev international AG 5 attaggcaccccaggcttta 3 58,0
cCRP-For+ . Al 5 ggagtcatggagaagctgtggc 3 60,0

2 cCRP-Rev+ Sigma-Aldrich 5’ acgggcctcaggaccac 3° 60,0
cCRP-For_ORF . Al 5' atggagaagctgtggccttg 3° 60,0

3 cCRP-Rev_ORF Sigma-Aldrich 5' tcaggaccacagctccttcttg 3° 60,0

4 cCRP-RE.for Sigma-Aldrich 5‘ atggagaaactgtggccctgttta 3° 60,0
cCRP1-RE.rev 5' agaccacagttctttcttcaggaa 3 60,0

5 cCRP_middle_rev Sigma-Aldrich 5 gcgcegtcaagtcegtataga 3 60,0

Die lyophilisierten Primer wurden nach Erhalt in Tris-EDTA-Puffer gelést und aus der
Stammldésung (100 pmol/ul) durch zehnfache Verdinnung mit ddH,O eine Arbeitslésung
(10 pmol/pl) hergestellt. Die Lésungen wurden bei -20 °C gelagert.

Tab. 7 Verwendeten Enzyme fiir die molekularbiologischen Methoden

Methode Produktname Hersteller
DNA-Verdau DNAse | RNAse free 1 U/l Fermentas
PCR Immolase™ DNA Polymerase Bioline
Platinum® Taq DNA Polymerase Invitrogen
Reverse Transkription Revert Aid™ Reverse Transcriptase 200 U/ul | Fermentas
o FastDigest® Ncol Fermentas
Restriktionsenzymverdau - ®
FastDigest™ Eagl Fermentas
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Tab. 8 Verwendete Reagenzien fiir die molekularbiologischen Methoden

Methode Reagenzien Bezugsquelle

10x ImmoBuffer

PCR 10x PCR Buffer Bioline
MgCl, (50mM)
dNTP Mix (10 mM)

Restriktionsverdau 10x FastDigest Buffer Fermentas

Reverse Transkription random hexamer Primer Fermentas
dNTPs Fermentas

2.2.1 Molekularbiologische Standard-Techniken

Die Molekularbiologischen Basis-Techniken wurden nach den Protokollen von (Green und
Sambrook op. 2012) durchgefuhrt. Die verwendeten Kits und Enzyme wurden nach Angaben
des Herstellerprotokolls angewendet.

2.2.1.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Vervielfaltigung der cCRP-cDNA erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion unter
Verwendung verschiedener Primerpaare (Tab. 6) und Enzyme (Tab. 7). Die Platinum® Taq
DNA Polymerase wurde aufgrund ihrer Korrekturlesefunktion fur alle Proben, die zur
Sequenzierung verschickt wurden, eingesetzt. Die Immolase™ DNA Polymerase besitzt
keine Korrekturlesefunktion und wurde fir die Standard PCR-Analytik eingesetzt. Alle PCRs
wurden im T-Gradient Thermocycler (Biometra) durchgefihrt. Die Aktivierung der
Polymerase, Denaturierung der DNA, Primeranlagerung und Elongation des PCR Produktes
erfolgten abhangig von Enzym und Primerpaar (Tab. 9) dargestellt.

Tab. 9 Auflistung der Bedingungen der durchgefiihrten PCR-Schritte. Die bendtigten
Bedingungen der beiden eingesetzten DNA-Polymerasen unterschieden sich geringgradig
voneinander und sind entsprechend aufgelistet. Die Anlagerungstemperatur (*) der Primerpaare
unterschied sich voneinander und ist daher gesondert in der Tab. 6 aufgefihrt.

Polymerase Aktivierung Denaturierung Anlagerung* Verlangerung
: ®
Platinum “Taq DNA | g4 o 50 2 Min. | 94 °C fiir 30 Sek. 30 Sek 72 °C fur 1 Min.
Polymerase
™
Immolase “DNA | g5 o¢ fir 10 Min. | 95 °C firr 20 Sek. 30 Sek. 72 °C fiir 5 Min.
Polymerase

Die Zyklenzahl (Denaturierung, Anlagerung und Verldngerung) betrug je nach Fragestellung,
Art der Primer und der DNA Menge 25 bis 30. Zum Abschluss erfolgte eine
Elongationsphase fiir 10 Min. bei 70 °C (Platinum® Taqg DNA Polymerase) oder 5 Min bei
72 °C (Immolase™ DNA Polymerase).

2.2.1.2 DNA-Auftrennung und Gelextraktion

Die Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese erfolgte in 1,5%-igen
Agarosegelen mit 0,1%-igem Ethidiumbromidzusatz bei 80 V (Power Pack P25; Biometra) in
Mini-Plus Horizontal HU10 Gelelektrophoresekammern (Carl Roth). Pro 50 pl PCR Ansatz
wurde 10 ul Nukleinsdure-Ladepuffer zugegeben und die Fragmentgrofie mittels dem
GrolRenstandard O’'GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas, ready-to-use, 0,1 ug/ul)
Uberpruft. Die Banden wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht (GeneGenius Bio Imaging
System, Syngene) und je nach Fragestellung aus dem Agarosegel ausgeschnitten, um
daraus die DNA mit dem Invisorb® Spin DNA Extraction Kit and Invisorb® Fragment Clean-Up
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zu gewinnen. Die DNA-Extraktion erfolgte abweichend vom Standardprotokoll mit 20 pl
Elutionspuffer. Der DNA-Gehalt jeder Probe wurde im NanoDrop ND-1000 UV-Vis
Spektralphotometer (NanoDrop Technologies) bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt.
Zusatzlich wurde die Absorption der Proteine bei 280 nm gemessen und aus dem Quotient
(260/280) die Reinheit der DNA bestimmt. Das Ergebnis des Quotienten sollte <1,8 sein.

2.2.1.3 Sequenzierung

Die PCR-Produkte (s. Absatz 2.2.1.1) bzw. Plasmid DNA (s. Absatz 2.2.3.1) wurden zur
Uberpriifung der korrekten Gensequenzen kommerziell sequenziert (Firma GATC
(Konstanz), Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. 1977). Es wurden je nach Produkt
10-50 ng/pul PCR Produkt oder 30-100 ng/ul Plasmid DNA mit 10 pmol/ul des spezifischen
Primers eingesetzt.

2.2.2 cDNA-Synthese

Zur Gewinnung der cCRP-mRNA wurde eine Lebergewebeprobe (5 cm x 5 cm) einer acht
Jahre alten Boxermischlingshindin mit einem vaginalen Karzinom innerhalb einer Stunde
post mortem entnommen. Die Probe wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Fir die
mRNA-Isolierung wurde eine geringe Menge Leberprobe (ca. 10 mg) mit Puffer aus dem
InviTrap® Spin Cell RNA Mini Kit (Invittk GmbH) homogenisiert und zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und mittels Spin-Sdule nach Angabe des Herstellers
gereinigt. Gebundene RNA wurde mit 50 yl Elutionspuffer eluiert und der Gehalt und die
Reinheit wurden im NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektralphotometer (260/280 nm) bestimmt.
Im Anschluss wurde 1 pg der gewonnenen RNA mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben. Alle Inkubationsschritte der reversen Transkription wurden im Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems) durchgefuhrt.

Vor der reversen Transkription wurde zunachst verbliebene genomische DNA in einem
initialen Schritt durch die RNAse freie DNAse (1U Enzym/ug Gesamt-RNA) in
10x Reaktionspuffer mit MgCl, (Endvolumen 10 pl) fir 30 Min. bei 37 °C verdaut. Der DNA-
Verdau wurde durch den Zusatz von 1 pyl 25 mM EDTA (Endkonzentration 2,5 nmol/ul) und
anschlielRender Inkubation bei 65 °C fir 10 Min. gestoppt.

Fir die reverse Transkription wurden der DNAse behandelten RNA im ersten Schritt 0,2 ug
random hexamer Primer (5 uM) zugefligt und das Gemisch fur 5 Min. bei 70 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden 200 U RevertAid Reverse Transcriptase (Fermentas), 10 mM dNTPs
(Fermentas) und 4 ul 5x Reaktionspuffer zugegeben. Die Gesamtreaktion erfolgte
stufenweise zunachst fur 10 Min. bei 25 °C, gefolgt von 60 min bei 42 °C und 10 Min. bei
70 °C. Zur Kontrolle auf residuale genomische DNA wurden zusatzlich zu den
Probenansatzen Negativkontrollen mitgefihrt, in denen keine RevertAid Reverse
Transcriptase zugesetzt wurde. Die synthetisierte cDNA wurde bis zur Sequenzierung durch
GATC (Konstanz) bei -20 °C gelagert.

2.2.3 Rekombinantes cCRPs

Zur Produktion groferer Mengen cCRP fur weitere Forschungsprojekte sollte die Produktion
von rekombinanten cCRP (rcCRP) alternativ in verschiedenen Hostsystemen von
Escherichia coli (E. coli) erfolgen, da die Gewinnung von nativem cCRP aus Hundeserum
aufwendig ist. Initial wurde cCRP-genhaltiges Vektorplasmid in ein zellfreies
Expressionssystem (Invitrogen) transformiert um zu prifen, ob rcCRP-Protein vom
Vektorplasmid transkribiert und translatiert wurde. In einem zweiten Schritt wurde das cCRP-
genhaltige Plasmid in einen bakteriellen Produktionsstamm (E. coliBL21(DE3)pLysS)
transformiert, induziert und gereinigt.
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2.2.3.1 Herstellung eines rekombinanten cCRP-Gens

Die in der Datenbank des NCBI (Acc. Nr. XM_545746) angegebene, 669 bp lange Sequenz
der cCRP-mRNA aus in silico Studien wurde als Grundlage fir die Klonierungen verwendet
(Anhang V.). Die Basensequenz wurde mithilfe des GENEius light (Eurofins MWG Operon)
spezifisch an die bakterielle Gencodierung angepasst (Anhang VI.).

Zusatzlich wurde am 5'-Terminus der cCRP-Gensequenz ein Poly(6x)-Histidin-Tag (HisTag),
durch Einfigen der sechsmaligen Basenabfolge ,CAT“ (Codon flr Histidin), eingeflgt.
Anhand dieser HisTags sollte die spatere Affinitdts-Reinigung des Proteins vereinfacht
werden. Die Gesamtsequenz wurde kommerziell durch Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) in das Plasmid pEX-A synthetisiert. Das Plasmid wurde nach Erhalt in Tris-
EDTA-Puffer aufgenommen (Konzentration 0,1 pg/ul) und aus dieser Stammlésung durch
zehnfache Verdunnung die Arbeitsldsung (Endkonzentration 0,01 pg/ul) hergestellt.

2.2.3.2 Herstellung hitzekompetenter Bakterien

Um fir die Hitzetransformation stabile Bakterien zu erhalten, wurde das Protokoll nach
Hanahan (1983) mit geringen Modifikationen verwendet. Im initialen Schritt wurde LB-
Flussigndhrmedium mit E. coli BL21(DE3)pLyS (Agilent Technologies) angeimpft und bis zu
einer optischen Dichte (OD 580 nm) von 0,4 - 0,5 wachsen gelassen. Nach erreichter OD
wurde die Flussigkultur sofort auf Eis abgekuhlt und dann 10 Min. bei 6.700 g zentrifugiert.
Das Pellet wurde zunachst in 50 ml kalter Magnesiumlésung (0,1 M) resuspendiert, der
Zentrifugationsschritt wiederholt und das Pellet wiederum in 25 ml kalter Calciumlésung
(0,1 M) resuspendiert. Die resuspendierten Bakterien wurden 20 Min. auf Eis ruhen gelassen
und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt das Pellet in 8,6 ml kalter Calciumlésung mit
1,6 ml Glycerol (87%) vermischt, resuspendiert und in Aliquots bei -80 °C gelagert.

2.2.3.3 Subklonierung der cCRP-Sequenz

Aus dem rcCRP-enthaltenden pEX-A Plasmid wurde entsprechend der Herstellerangaben
die cCRP-Gensequenz durch die Platinum® Taq DNA Polymerase (s. Absatz 2.2.1.1) in einer
PCR vervielfaltigt. Diese Polymerase besitzt terminale Transferaseaktivitat und addiert am
3-Ende der PCR-Produkte einzelne Adeninnukleotide. Das entsprechende Vektorplasmid
pEXP5-CT/TOPO® (Invitrogen) hat, auf die Adenin-Uberhénge abgestimmt, am 3'-Ende
einzelne, zusatzliche Thyminnukleotide. Am terminalen Thyminnukleotid zerschneidet eine
Topoisomerase diese DNA, blockiert durch die Bindung mit seinem Tyrosin (Tyr-274) das 3'-
Ende des Stranges und fiigt ein vorhandenes PCR-Produkt mit Adenin-Uberhang ein. Die
vollstdndige Sequenz des Vektorplasmides mit cCRP ist im Anhang VII. dargestellt. Das
Plasmid besitzt dartiber hinaus den Bakteriophagen-Promotor T7, wodurch eine verstarkte
Transkription durch die T7-RNA-Polymerase bewirkt wird.

2.2.3.4 Transformation in Bakterien

Das PCR-Produkt des cCRP-Gens wurde mit dem Vektorplasmid in einem
Molaritatsverhaltnis von 3:1 vermischt (100 ng Vektorplasmid : 80 ng PCR Produkt) und bis
zur Hitzetransformation in die One Shot® TOP10 chemically competent E. coli (Invitrogen)
auf Eis gelagert.

Das Gemisch aus cCRP-PCR Produkt und Vektorplasmid pEXP5-CT/TOPO® wurde durch
Hitzeschocktransformation (30-45 Sek bei 42 °C) in 100 ul One Shot® TOP10 chemically
competent E. coli (Invitrogen) eingebracht. Die Transformation in selbst kompetent gemachte
E. coli BL21(DE3)pLyS erfolgte aquivalent. Dieser Stamm wurde aufgrund der vorhandenen
T7-RNA-Polymerase-Aktivitat ausgewahlt.

Nach der Transformation wurden sofort 900 pl SOC-Medium zugegeben und die Bakterien
fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle der erfolgreichen Transformation und der
spateren Proteinproduktion wurden sowohl Vektorplasmid pEXP5-CT/TOPO® ohne die cCRP
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Sequenz (Negativkontrolle) als auch das Plasmid pUC19 (Invitrogen) (Positivkontrolle) in
100 pl One Shot® TOP10 chemically competent E. coli (Invitrogen) transformiert.

Aus jedem Ansatz der transformierten E. coli Bakterien wurden jeweils 20 pl und 50 pl
(One Shot® TOP10 chemically competent E. coli) resp. 20 ul, 50 pyl und 200 pl (E. coli
BL21(DE3)pLyS) gleichmafRig auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten (Ampicillin 100 pg/pl;
Chloramphenicol 50 pg/ul) verteilt und Gber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen.

Am darauffolgenden Tag wurden die Kolonien ausgewertet und ggf. vereinzelt. Es erfolgten
das Ausstreichen von Einzelkulturen auf neuen antibiotikahaltigen LB-Agarplatten, eine
Direkt-PCR des Koloniematerials zur Uberpriifung der Gensequenz und der Ansatz von
Einzelkolonien in 5 ml flissigem LB-Nahrmedium.

Die Plasmidisolierung aus den Fliissigkulturen erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmid
QuickPure (Macherey&Nagel) nach Herstellerangaben mit anschlieRender DNA-Bestimmung
im NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spektralphotometer (260/280 nm).

2.2.3.5 Restriktionsenzymverdau

Zur Bestatigung der Klonierung des cCRP-Gens in das Vektorplasmid pEXP5-CT/TOPO®
wurde ein Restriktionsenzymverdau mit den Restriktionsenzymen FastDigest® Ncol
(Fermentas) und FastDigest® Eagl (Fermentas) durchgefiihrt. Dabei schneidet das
FastDigest® Ncol in der ,multiple cloning site“ des Plasmides vor der eingefiigten cCRP-
Sequenz (5° C'CATGG 3°) und das FastDigest® Eagl hinter der eingefiigte cCRP-Sequenz (5'
C'GGCCG 39, ebenfalls in der ,multiple cloning site“. Fir die Reaktion wurde eine
Vektorplasmidmenge von 600 ng verwendet, alle Reagenten fur 90 Min. bei 37 °C inkubiert
und nach Abschluss des Restriktionsenzymverdaus eine elektrophoretische Auftrennung im
1,5%-igem Agarosegel angeschlossen. Die Analyse des Restriktionsmusters erfolgte unter
UV-Kontrolle.

2.2.3.6 Proteinproduktion im zellfreien Expressionssystem

Fir die rekombinante Proteinsynthese wurden zunachst Vorversuche in einem zellfreien
Expressionssystem (Expressway'™ Cell-free E. coli Expression System; Invitrogen)
durchgefiihrt. Dazu wurde das cCRP-genhaltige Plasmid pEXP5-CT/TOPO®, welches zuvor
durch Sequenzierung (s. Absatz 2.2.1.3) verifiziert worden war, verwendet. Das Plasmid
wurde mit dem E. coli slyD-Extrakt (Invitrogen) vermischt, initial bei 30 °C fir eine halbe
Stunde und anschlieend bei 37 °C fir 4 — 6 Stunden inkubiert. Der Extrakt wurde in einem
Verhéltnis von 1:5 mit Aceton geféllt und abzentrifugiert (5 Min., 12.000 rpm). Das
Proteinpellet wurde in SDS-haltigem Proteinpuffer aufgenommen und in der SDS-PAGE (s.
Absatz 2.1.9.1) und im Western Blot (s. Absatz 2.1.10.3) auf das Vorhandensein von rcCRP
untersucht.

2.2.3.7 Proteinexpression in E. coli BL21(DE3)pLyS

Das bereits in der zellfreien Proteinexpression (s. Absatz 2.2.3.6) verwendete Plasmid
pEXP5-CT/TOPO® wurde nach erfolgreicher zellfreier Proteinsynthese in den E. coli-Stamm
BL21(DE3)pLyS wie beschrieben transformiert (s. Absatz 2.2.3.4). Dieser Bakterienstamm
ist in der Lage durch eine Plasmid-kodierte T7-RNA-Polymerase die Expression des cCRP-
Gens zu kontrollieren. Das Gen der T7-RNA-Polymerase wiederum steht unter Kontrolle
eines lacZ-Operon. Dieses wird durch den lac-Repressor inhibiert und die Zugabe von IPTG
fuhrt zur Dissoziation des Repressors von der Plasmid-DNA und damit der Aktivierung des
Operons. Die Proteinproduktion unterliegt dadurch zwei Kontrollmechanismen.

Die cCRP-genhaltigen Bakterien wurden im antibiotikahaltigen LB-Flissigndhrmedium
angezogen, mit IPTG (1 mM) stimuliert und die Produktion von rcCRP-Protein Gber mehrere
Stunden induziert. Im Anschluss an die Proteinsynthese wurde das Bakterienmedium bei
6.000 g fur 15 Min. zentrifugiert und das Pellet bei -20 °C gelagert.
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2.2.3.8 Reinigung des rekombinanten cCRPs

Die Reinigung des rcCRP-Proteins sollte anhand des in das Gen eingefiigten HisTags
durchgefihrt werden. Es wurde daher zunachst die Immobilisierte-Metall-lonen-
Affinitatschromatographie (IMAC) fir die Aufreinigung ausgewahlt. Das Prinzip dieses
Reinigungsverfahrens beruht auf der Bindung von Proteine tber die Polyhistidine (HisTags)
an Ni**-lonen die mit Iminodiessigséure (IDA) als Chelatkomplex vorliegen. Die gebundenen
Proteine werden durch Imidazol kompetitiv verdrangt und die Proteine dadurch von der
Ni**-Saule eluiert.

Im Vorfeld der IMAC-Reinigung wurde das IPTG-induzierte Bakterienpellet in 500 pl
Lysispuffer (Tab. 5) resuspendiert. Zusatzlich wurde das resuspendierte Material 30 - 60
Sekunden mit Ultraschall lysiert bis die Lésung klar wurde (Analog Sonifire® 250 Cell
Disruptor, Branson) und im Anschluss zentrifugiert (10.000 g, 10 Min.). Das Saulenmaterial
Biofox 40 um IDAhigh-Gelmaterial (Knauer GmbH, Berlin) wurde durch jeweils zweimaliges
Waschen mit ddH,O und Lysispuffer und einmaliger Inkubation mit Nickel (Ni**-)-Lésung
(50 mM) equilibriert. Nach einer erneuten Waschung mit Lysispuffer zur Entfernung nicht
gebundener Ni?*-Teilchen, wurde das lysierte Bakterienmaterial aufgebracht und 30 Min. bei
4 °C auf der Saule inkubiert. Nicht-gebundenes Material wurde durch Waschen mit
Lysispuffer entfernt und das rcCRP-Protein dann mit Elutionspuffer (Tab. 5) von der Saule
gespult. Die Proben wurden fir die anschlieBenden Analysen durch Fallung mit Aceton
(4pul/pl Probe), Zentrifugation (5 Min., 12.000 rpm) und anschlieRender Resuspension der
Pellets in Protein-SDS-Puffer resuspendiert. Danach wurden die gewonnenen Proben mittels
SDS-PAGE (s. Absatz 2.1.9.1) und Western Blot (s. Absatz 2.1.10.3) untersucht.
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2.3 Immunologischer Speziesvergleich

Auler dem caninen CRP wurde das Entziindungsprotein auch in Proben von anderen
Tierarten untersucht. Der Hund diente hierbei in allen Untersuchungen als Referenzspezies.
Fir den Vergleich wurden sowohl Herbi-, Omni- als auch verschiedenste, evolutionar
naherstehende Carnivoren bertcksichtigt (Anhang 1). Fir die Untersuchung von CRP-Protein
aus der Gruppe der Caniformia (Hundeartigen) wurden Serumproben des Haushundes
(Canis lupus familiaris) mit Proben eines Braunbaren (Ursus arctos), eines Waschbaren
(Procyon lotor), eines Steinmarders (Martes foina) und eines Seehundes (Phoca vitulina)
verglichen.

Als néchste Verwandte aus der Ordnung der Carnivora wurde aus der Uberfamilie der
Katzenartigen (Feloidea) die Serumproben einer Hauskatze (Felis silvestris catus)
untersucht. Aullerdem wurden verschiedene weniger verwandte, domestizierte Tierarten
untersucht, da diese haufige Patienten der Veterindrmedizinischen Praxis darstellen. Als
Vertreter der Ordnung Unpaarhufer (Perissodactyla) wurde das Serum eines Pferdes (Equus
caballus) untersucht. Aus der Ordnung der Paarhufer (Artiodactyla) wurden Individuen
zweier Spezies untersucht: aus der Unterordnung der Wiederkauer (Ruminantia) Serum
eines Rindes (Bos primigenius taurus) sowie aus der Unterordnung der Schweineartigen
(Suina) das eines Hausschweins (Sus scrofa domestica). Als Vertreter der Familie der
Hasenartigen (Leporidae) wurde eine Serumprobe eines Hauskaninchens (Oryctolagus
cuniculus) gewonnen.

Die Tiere wiesen einen unterschiedlichen klinischen Status auf. Eine Ubersicht der Tierarten,
ihrer Erkrankungen und der Bezugsquellen ist in Tab. 10 dargestellt. Die Probenentnahme
erfolgte entweder zur klinischen Diagnostik (s. Absatz 2.1.6), zum Teil unter Anasthesie oder
post mortem.

Tab. 10 Ubersicht der untersuchten Tierarten und ihre Bezugsquellen

Tierart Erkrankung Bezugsquelle
Katze (Felis silvestris Trauma
catus) Klinik und Poliklinik flr kleine Haustiere,

Steinmarder (Martes Fachbereich Veterinarmedizin, Freie Universitat
) unbekannt .
foina) Berlin

Waschbar (Procyon lotor) | Trauma

Klinik fur Pferde, allgemeine Chirurgie und
Pferd (Equus caballus) Myopathie Radiologie, Fachbereich Veterinarmedizin, Freie
Universitat Berlin

Schwein (Sus scrofa Klinik fur Klauentiere, Fachbereich

domestica) Phlegmone Veterinarmedizin, Freie Universitat Berlin
Rind (Bos primigenius Mastitis Teterower Fleisch GmbH, Teterow
taurus)

Leibniz-Institut fir Zoo- und Wildtierforschung

Braunbar (Ursus arctos) Arthritis (IZW) im Forschungsverband Berlin e.V.

Institut fir aquatische Wildtierforschung, Stiftung

Seehund (Phoca vitulina) | Pneumonie Tierarztliche Hochschule (TiHo) Hannover

Kaninchen (Oryctolagus

. Eitrige Entziindung Tierarztpraxis Dr. Thomas Gdébel, Berlin
cuniculus)

Die Seren wurden nach Gewinnung gefroren und bei -20 °C gelagert.

Wie fur die Serumproben der Hunde erfolgte auch bei den Proben der verschiedenen
Tierspezies vor der Analyse eine Proteinquantifizierung mittels Bradford-Methode (s. Absatz
2.1.7). Auf Basis der bestimmten Proteingehalte wurde eine SDS-PAGE (s. Absatz 2.1.9.1)
durchgefiihrt und diese im Anschluss mit Coomassie-Blau (s. Absatz 2.1.10.1),
unspezifischer Glykosylierungsfarbung und im Western Blot (s. Absatz 2.1.10.3) mittels dem
anti-cCRP-AK untersucht.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Kilinische Studie zur Evaluierung
3.1.1 Aligemeines

Es wurden insgesamt 125 Hunde mit heterogener Verteilung hinsichtlich Alter, Rasse,
Geschlecht und Gesundheitsstatus in die Studie eingeschlossen. Die Auswertung der
Rasseverteilung ergab 81 Hunde verschiedener Rassen und 44 Mischlingshunde. Das
Geschlecht verteilte sich auf 44 mannliche, 22 mannlich-kastrierte, 34 weibliche und 27
weiblich-kastrierte Tiere. Das Alter der untersuchten Hunde lag zwischen sechs Monaten
und 16 Jahren (median 7,38 Jahre). Die untersuchten Hunde teilten sich in 102 Tiere mit
verschiedenen Erkrankungen und 23 klinisch unauffallige Tiere.

Die Gruppe der erkrankten Tiere umfasste 40 Tiere mit unterschiedlichen entziindlichen oder
infektiésen Erkrankungen (u.a. Pyometra, Pneumonie, Magendrehung, Gastroenteritis), neun
Patienten mit heterogenen Traumata (Unfalle, Bissverletzung), 14 mit immun-pathologischen
Erkrankungen, 13 Hunde mit neoplastischen Veranderungen und 25 Tiere mit verschiedenen
nicht-entziindliche Erkrankungen (Endokrinopathien, Neuropathien oder orthopadische
Stoérungen).

Die 23 gesunden Tiere waren grofRtenteils Blutspender oder Tiere mit Voruntersuchung vor
operativen Routineeingriffen (Kastration) und zeigten keine Veranderungen des Blutbildes
bzw. der Blutchemie. Eine vollstandige Auflistung aller Tiere findet sich im Anhang IX.

Mit den Testgeraten von TECOmedical und EUROLyser wurden alle 125 Proben gemessen,
jedoch aufgrund fehlenden Materials nur 51 der 125 Tiere mit dem LifeAssays Testgerat. Die
Auswahl der 51 Proben erfolgte randomisiert. Der Median der mittels ELISA bestimmten
cCRP-Konzentrationen lag bei den gesunden Hunden zwischen 0,1 mg/l und 4,7 mg/l
(median 1,3 +£1,35mg/l) und bei den kranken Hunden zwischen 0 mg/l und 282 mg/l
(median 17,3 + 56,11 mg/l).

Die Berechnung der Datenverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test ergab nicht
normalverteilte Werte beziglich der gemessenen cCRP-Konzentrationen.

Die verschiedenen Lagerungsbedingungen (4 °C und RT) der Serumproben zeigten keinen
Einfluss auf die Héhe der cCRP-Konzentration bei zwei getesteten Geraten (TECOmedical,
EUROLyser). Im t-Test konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede bei den
gelagerten Proben der getesteten Hunde zwischen der initialen cCRP-Konzentration
(Mittelwert 110,1 mg/l + 73,2 TECOmedical; 65,7 mg/l +47,3 EUROLyser) und der cCRP-
Konzentration nach 4 Stunden (Mittelwert 104,1 mg/l £ 70,9 TECOmedical) resp. 24 Stunden
(Mittelwert 108,6 mg/l £ 62,5 TECOmedical; 66,0 mg/l + 47,0 EUROLyser) ermittelt werden.
Die cCRP-Konzentration des untersuchten gesunden Hundes lag zu allen Zeitpunkten
unterhalb von 5 mg/l (TECOmedical) resp. 10 mg/l (EUROLyser). Die Berechnung der
Bonferroni Korrektur ermittelte ein zu erreichendes Signifikanzniveau von 0,0167. Da die
Signifikanz aber bereits oberhalb von 0,05 lag, hatte dieser Parameter keinen Einfluss auf
das Ergebnis.

3.1.2 Methodenvergleiche

Fir die Beurteilung, ob die Testgerate die festgelegten Qualitdtsanforderungen erreichen,
wurden verschiedene Berechnungen durchgefiihrt. Der Vergleich zwischen Seren mit einer
cCRP-Konzentration <10 mg/l und > 10 mg/l mittels Mann-Whitney-U Test ergab hoch
signifikante Werte (p<0,001). Dieser Grenzwert (10 mg/l) wurde gewahlt, da dies der
niedrigste Wert war, den alle Schnelltestgerate messen konnten. Die Gruppengrdlie der
anhand der ELISA-Messung eingeteilten Proben verteilte sich auf 62 Serumproben mit einer
cCRP-Konzentration < 10 mg/l und 63 Serumproben mit einer cCRP-Konzentration > 10 mg/I
(Tab. 11).
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Tab. 11 Vergleich der Messwerte zwischen den Schnelltestgerédten und dem ELISA anhand des
Grenzwertes 10 mg/l. Die 125 Serumproben der Studie wurden anhand der ELISA-Ergebnisse in
zwei Gruppen, < 10 mg/l und > 10 mg/l cCRP-Gehalt, eingeteilt. Die grauen Zeilen geben die Anzahl
der Proben an, die aufgrund der ELISA Werte in die beiden Gruppen eingeteilt wurden. Die Zeile ,alle
Proben” gibt jeweils die Anzahl der Proben an, die aufgrund der Ergebnisse der Schnelltestgerate in
die Gruppe <10mg/l und >10mg/l fiel. Die dritte Zeile gibt Auskunft Uber die Anzahl der
Ubereinstimmenden Ergebnisse zwischen ELISA und den Schnelltestgeraten.

<10 mg/l | > 10 mg/l
n=125
ELISA (TECOmedical) 62 63
/:\IIe Proben 51 74
. Ubereinstimmun
TECOmedical zwischen Schneﬁtest und 50 62
ELISA Werten
Alle Proben 80 45
Ubereinstimmun
EUROLyser zwischen Schneﬁtest und 62 45
ELISA Werten
n =51
ELISA (TECOmedical) 23 28
Alle Proben 24 27
: Ubereinstimmun
LifeAssays zwischen Schneﬁtest und 22 27
ELISA Werten

Das TECOmedical Schnelltestgerat stimmte in 50 von 62 (80,6%) Serumproben, in denen
der mit ELISA bestimmte Wert < 10 mg/l lag, Uberein. In einer Probe mit einem ELISA Wert
von 12,57 mg/l wurde von dem TECOmedical Test ein Wert < 10 mg/l gemessen. Dagegen
wurden bei zwdlf Hunden leicht erhdhte Werte (zwischen 10,1 mg/l und 14,73 mg/l) und bei
weiteren sieben Hunden erhéhte Werte (zwischen 15,03 und 36,55 mg/l) gemessen, obwohl
die ELISA Werte dieser Proben < 10 mg/l cCRP enthielten.

Bei den Messungen mit dem EUROLyser Schnelltestgerat wurden bei allen 62 Hunden mit
cCRP-Konzentrationen < 10 mg/l diese Werte korrekt bestimmt. Allerdings wurden bei 18
von 63 Serumproben (29%) mit ELISA Werten > 10 mg/l mit diesem Testgerat Werte
unterhalb des Grenzwertes (10 mg/l) gemessen: Die Halfte (n=9) der niedrig gemessenen
Proben hatte ELISA Werte von maximal 15 mg/l und in weiteren funf Serumproben lagen die
ELISA Werte zwischen 15 und 28 mg/l. Vier der 18 Hunde zeigten im EUROLyser System
cCRP-Konzentrationen < 10 mg/l, obwohl der ELISA deutlich hohe cCRP Werte > 78 mg/l
ermittelte.

Im LifeAssays Schnelltestgerat wurden lediglich Proben von 51 Hunde analysiert, von denen
23 eine cCRP-Konzentration <10 mg/l und 28 Hunde einen cCRP-Gehalt > 10 mg/l im
ELISA aufwiesen. Das Schnelltestgerat von LifeAssays ermittelte bei einem Hund eine zu
hohe cCRP-Konzentration von 11 mg/l, obwohl das ELISA Ergebnis 4,16 mg/l betrug. Bei
einem anderen Hund dagegen, mit einem mittels ELISA ermittelten Wert von 20,8 mg/l, eine
zu geringe cCRP Konzentration < 10 mg/I.

Alle Schnelltestgerate waren unterschiedlich gut in der Lage, niedrige cCRP-Konzentrationen
von hohen Konzentrationen (bei einem Grenzwert von 10 mg/l) zu unterscheiden. Zusétzlich
zu dieser Differenzierungsfahigkeit wurden verschiedene Parameter zur Qualitatsbeurteilung
berechnet. Die Ergebnisse sind in Tab. 12 im Vergleich zu den in der Publikation von Jensen
und Kjelgaard-Hansen (2006) angegebenen zulassigen Werten dargestellt.
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Tab. 12 Ubersicht der berechneten Werte fiir die Qualititsanforderungen. Die Tabelle fasst die
berechneten Werte fur die Variationskoeffizienten (CV), die Verzerrung (Bias) und den absoluten
Fehler (TE) der einzelnen Schnelltestgerate im Vergleich zu den zuldssigen Werten zusammen. Die
letzte, grau hinterlegte Zeile gibt den jeweils zulassigen Wert basierend auf der Publikation von
Jensen und Kjelgaard-Hansen (2006) an.

CV(%) Bias (%) TE (%)
TECOmedical 20,7 27,6 69,0
EUROLyser 7 -14,2 28,2
LifeAssays 7,4 -15,7 30,3
Zulassiger Wert (max.) 12,2 9,5 29,6

Der CV lag bei dem EUROLyser (7%) und LifeAssays (7,4%) Gerat nah beieinander und
beide lagen unterhalb der maximal =zuldssigen Inter-assay Varianz (12,2%). Das
TECOmedical Geréat erzielte jedoch einen deutlich héheren Wert von 20,7%. Der maximal
erlaubte Bias (9,5%) wurde von allen Testgeraten Uberschritten (TECOmedical 27,6%,
EUROLyser -14,2%, LifeAssays -15,7%). Der TE lag beim EUROLyser Gerat (28,2%) knapp
unterhalb des zulassigen Wertes (29,6%), bei LifeAssays dagegen knapp daruber (30,3%)
und das TECOmedical Gerat deutlich dartber (69%).
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3.1.2.1 TECOmedical Schnelltestgeréat

Der Vergleich der gemessenen Werte des ELISA und des Schnelltests von TECOmedical
ermittelte einen Korrelationskoeffizienten nach Spearman von 0,89. Der korrigierte
Korrelationskoeffizient nach Berechnung der Deming Regression betrug 0,81. Die Steigung
betrug 1,39 + 0,09 und war statistisch signifikant (t = 15,4). Der Schnittpunkt mit der y-Achse
dagegen lag bei -0,32 + 5,59 und wies keine Signifikanz (t =-0,06) auf. Der Verlauf der
Regressionsgerade und die Verteilung der Werte im einfachen Streudiagramm ist in Abb. 2a
dargestellt.

a Spearmans‘ r (TECOmedical) b Bland-Altman Graph (TECOmedical
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Abb. 2 Graphische Darstellung der Ergebnisse von TECOmedical. Das einfache Streudiagramm
in der Abb. 2a stellt die Korrelation zwischen dem Schnelltestgerat von TECOmedical und dem ELISA
dar. Der Verlauf der Regressionsgerade spiegelt den Korrelationskoeffizienten nach Spearman
wieder. Der Graph der Abb. 2b zeigte den direkten Methodenvergleich zwischen dem Schnelltestgerat
(TECOmedical) und der Referenzmethode ELISA in einem Bland-Altman Diagramm mit dem
Mittelwert der Differenzen als durchgezogene schwarze Linie und den Ubereinstimmungsgrenzen als
gestrichelte graue Linien. Zuséatzlich ist der Bias des Gerates als blaue Linie und der erlaubte Fehler
(TEpes) VoONn 29,6 % mit zwei orangen gestrichelten Linien eingezeichnet. Beide Diagramme sind in
VergroRerung im Anhang X dargestellt.

Zusatzlich zu dem einfachen Streudiagramm wurden die Werte auch in einem Bland-Altman
Diagramm dargestellt (Abb. 2b). Der Mittelwert der Differenzen zwischen dem
Schnelltestgerat von TECOmedical und der Referenzmethode ELISA betrug -13,84. Die
Ubereinstimmungsgrenzen lagen entsprechend bei -88,5 und 60,9. Bei niedrigen cCRP-
Konzentrationen unterschieden sich Werte der verschiedenen Methoden weniger
voneinander, die Punkte waren um den Mittelwert der Differenzen herum verteilt. Je hoher
die cCRP-Konzentration war, desto grof3er wurde die Streuung Uber der y-Achse. Oberhalb
einer Konzentration von 75 mg/l lagen einige Werte aul3erhalb der oberen und unteren
Ubereinstimmungsgrenzen. AuRerdem zeigte die Verteilung der Werte eine leicht negative
Korrelation, was darauf hindeutete, dass das Schnelltestgerat von TECOmedical hdhere
Werte als die Referenzmethode misst. Diese sichtbare Tendenz war statistisch nicht
signifikant. Etwa ein Drittel der Wertepunkte lag auRerhalb der erlaubten Fehlergrenzen und
der Bias befand sich mit -27,6 % nah an der unteren TEpes Grenze.
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3.1.2.2 EUROLyser Schnelltestgerat

Fur das EUROLyser Schnelltestgerat war der Korrelationskoeffizienten nach Spearman 0,85
und nach Korrektur durch Berechnung der Deming Regression 0,92. Der Wert fur die
Steigung betrug 0,96 £ 0,04 und war statistisch signifikant (t = 24). Der Achsenschnittpunkt
lag bei -4,06 + 2,22 und wies keine Signifikanz (t =-1,83) auf. Die Abb. 3 zeigt den Verlauf
der Regressionsgerade, die Verteilung der Werte im einfachen Streudiagramm (a) sowie den
direkten Methodenvergleich im Bland-Altman Diagramm (b).

Der Mittelwert der Differenzen zwischen dem ELISA und dem Schnelltestgerat betrug fur das
Schnelltestgerat von EUROLyser 5,75. Die Ubereinstimmungsgrenzen hierzu lagen bei -30,2
und 42,2. Der Verlauf der Werte konzentrierte sich groftenteils um den Mittelwert der
Differenzen, jedoch fanden sich auch einige Ausreiller oberhalb der oberen
Ubereinstimmungsgrenze. Drei weitere Werte lagen zuséatzlich oberhalb resp. ein Wert
unterhalb der TEpes Grenzen und der Bias betrug 14,2 %. Der positive Mittelwert der
Differenzen deutete darauf hin, dass das Schnelltestgerdt in der Regel geringgradig
niedrigere Werte als die Referenzmethode misst. Jedoch ergab sich keine Tendenz fir
Veranderungen bei hohen oder niedrigen Konzentrationen, was durch den relativ
horizontalen Verlauf des Wertevergleichs sichtbar war. Die Messung niedrigerer Werte war
statistisch nicht signifikant.
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Abb. 3 Graphische Darstellung der Ergebnisse von EUROLyser. Der Graph der Abb. 3a zeigt die
Korrelation zwischen dem Schnelltestgerat (EUROLyser) und der Referenzmethode ELISA im
einfachen Streudiagramm. Der Korrelationskoeffizient nach Spearman, wird durch die
Regressionsgerade reprasentiert. Das Bland-Altman Diagramm der Abb. 3b zeigt den Mittelwert der
Differenzen zwischen dem Schnelltestgerat und dem ELISA als durchgezogene schwarze Linie und
die Ubereinstimmungsgrenzen als gestrichelte graue Linien. Der Bias des Gerétes ist als blaue Linie
und der erlaubte Fehler (TEpes) von 29,6 % mit zwei orangen gestrichelten Linien dargestellt. Beide
Diagramme sind in VergréRerung im Anhang Xl dargestellt.

Beim EUROLyser Testgerat fiel auf, dass in vier Serumproben mit cCRP-Konzentrationen
von 78 mg/l, 92,8 mg/l, 101 mg/l und 122 mg/l (ELISA) durch das Gerat nur Werte < 10 mg/I
ermittelt wurden. Dies anderte sich weder in Wiederholungsmessungen noch durch
verschiedene Verdinnungen. Nur bei der Probe mit 101 mg/l cCRP-Gehalt zeigte die 1:3
Verdinnung einen Effekt, hier wurde ein Wert 20,1 mg/l gemessen.

Die Probe mit einem cCRP-Gehalt von 92,8 mg/l stellte sich im Bland-Altmann-Diagramm
(Abb. 3b) als der Punkt dar, der am weitesten (iber der oberen Ubereinstimmungsgrenze lag.
Die Ubrigen vier Punkte, die tiber der oberen Ubereinstimmungsgrenze lagen, konnten nicht
mit den Falsch-negativ Messungen korreliert werden.

Bei retrospektiver Betrachtung der Proben der Tiere, von denen die Proben enthommen
wurden sowie der Probenbehandlung gab es keine abweichenden Gemeinsamkeiten von
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den anderen in dieser Studie gemessenen Serumproben. Drei der vier Proben hatten eine
normale Serumfarbe (hell, klar) und eine Probe wies durch die zugrunde liegende
Erkrankung eine starke Hamolyse auf. Die Tiere hatten im Vorfeld der Probenentnahme alle
eine medikamentése Behandlung erhalten, wobei sich diese jedoch in der
Zusammensetzung unterschied. Das einzige Medikament, das alle vier Hunde erhalten
hatten, war Amoxicillin-Clavulansédure, jedoch ist dies ein haufig verwendetes Antibiotikum
mit dem auch viele andere der in die Studie eingeschlossenen Tiere vorbehandelt waren.
Auch die Behandlung der Proben unterschied sich nicht von der Behandlung der anderen
Proben. Alle wurden unmittelbar nach Entnahme aufbereitet und innerhalb von vier Stunden
nach Entnahme gemessen (s. 2.1.3).

3.1.2.3 LifeAssays Schnelltestgerét

Mit diesem Gerat wurden nur 51 der 125 Hunde gemessen. Der Ergebnisvergleich von
ELISA und dem Schnelltest von LifeAssays ergab einen Korrelationskoeffizienten nach
Spearman von 0,97 (Abb. 4a) und einen mittels Deming Regression korrigierten Wert von
0,98. Die Steigung betrug 0,67 £ 0,02 und der Achsenschnittpunkt lag bei 3,43 £ 1,58. Beide
Werte waren statistisch signifikant (t = 33,5; t = 2,17). Damit war das LifeAssays System das
einzige, bei dem durch Berechnung der Deming Regression ein verbesserter
Korrelationskoeffizient erzielt wurde.
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Abb. 4 Graphische Darstellung der Ergebnisse von LifeAssays. Das in der Abb. 4a dargestellte
einfache Streudiagramm der Korrelation zwischen dem Schnelltestgerat (EUROLyser) und der
Referenzmethode ELISA zeigt den Korrelationskoeffizienten nach Spearman als Regressionsgerade.
Die Abb. 4b zeigte im Bland-Altman Diagramm den direkten Methodenvergleich zwischen dem
Schnelltestgerat von EUROLyser und dem ELISA mit dem Mittelwert der Differenzen als
durchgezogene Linie dargestellt. Die Ubereinstimmungsgrenzen sind als gestrichelte graue
Begrenzungslinien, der Bias des Geréates als blaue durchgezogene Linie und der erlaubte Fehler
(TEpes) VON 29,6 % mit zwei orangen gestrichelten Linien angegeben. Beide Diagramme sind in
VergroéRerung im Anhang Xll dargestellt.

Das Bland-Altman Diagramm fir das LifeAssays Schnelltestgerat ist in Abb. 4b dargestellt.
Fur den Vergleich dieses Gerates mit der Referenzmethode betrug der Mittelwert der
Differenzen 12,02 und die Ubereinstimmungsgrenzen lagen bei -28,2 und 52,2. Auch in
diesem Messgerét lagen drei Werte (iber der oberen Grenze der Ubereinstimmungsgrenzen
sowie acht weitere Werte oberhalb des TEpes von 29,6 %. Der Bias lag bei 14, 2 % und
befand sich nur wenig entfernt vom Mittelwert der Differenzen. Es zeigt sich im Gesamten
eine deutlich positive Korrelation der Werte, die darauf hindeutet, dass das Gerat niedrigere
Werte als der ELISA misst und sich dieser Fehler mit steigender cCRP-Konzentration zu
erhéhen scheint. Obwohl sich hier die Fehlertendenz am deutlichsten darstellt, konnte keine
statistische Signifikanz berechnet werden.
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3.1.2.4 Beurteilung der Handhabung der Gerate

Zusatzlich zur Auswertung der Messwerte wurde auch die Handhabe aller drei Testgerate
beurteilt. Bei allen Testgeraten muss das Material, welches nach Herstellerangaben im
Kuhlschrank gelagert wurde, im Vorfeld der Messungen auf RT aufgewarmt werden. Die Zeit
fur diesen Aufwarmprozess betragt 10-15 Min. bei den Pufferréhrchen des EUROLyser und
LifeAssays Gerates und 30 Min. bei den Kassetten von TECOmedical. Die notwendige
Serummenge betragt 5 ul fur die Messung mit den Schnelltestgeraten von TECOmedical und
LifeAssays sowie 20 pl fur die Messung mit dem EUROLyser Gerat. Die bendtigte Zeit zur
Erfassung der cCRP-Konzentration unterscheidet sich ebenfalls zwischen 5 Min.
(TECOmedical und EUROLyser) und 10 Min. (LifeAssays). Bei allen Geraten gibt es die
Méglichkeit, die ermittelten Daten vom internen Datenspeicher der Gerate auf einen
angeschlossenen Computer zu Ubertragen.

3.1.3 Verlaufsstudie

Die erste Tiergruppe (cCRP-Messung Uber 14-Tage) umfasste zwei Tiere mit
immunhamolytischer Anamie (IHA), zwei Tiere mit immunbedingter Thrombozytopenie (ITP)
sowie jeweils ein Tier mit Ehrlichiose und eines mit Hepatopathie (Anhang XIll). Die
Messung des cCRP-Serumgehaltes im ELISA zeigte bei allen untersuchten Hunden einen
deutlichen Konzentrationsabfall unter Therapie. Auler bei dem Tier mit Ehrlichiose betrug
der cCRP-Serumspiegel nach 14 Tagen zwischen 1 mg/l und 2,2 mg/l. Dieses Tier zeigte
darlber hinaus keinen kontinuierlichen Abfall der cCRP-Konzentration (Abb. 5a). Eines der
Tiere mit IHA zeigte zwar zunachst einen Abfall der cCRP-Konzentration, diese stieg jedoch
im weiteren Verlauf kurzzeitig wieder an. Die Ubrigen drei Tiere (ITP, ITP, Hepatopathie)
hatten einen flacheren, jedoch bestandigen Abfall der cCRP-Konzentration. Den starksten
Konzentrationsabfall von 148 mg/l zu Beginn und 1,5 mg/l nach 14 Tagen wurde bei dem
zweiten Hund mit IHA gemessen.

Von zwei Hunden (Ehrlichiose, Hepatopathie) wurden die cCRP-Konzentrationen auch im
Schnelltestgerat (TECOmedical) bestimmt. Auch hier konnte bei beiden Einzeltieren ein
Abfall der cCRP-Konzentration bei variierenden Verlaufen beobachtet werden (Abb. 5b). Im
Vergleich zum ELISA (27,7 mg/l) lag die cCRP-Konzentration des an Ehrlichiose erkrankten
Hundes jedoch in derselben Probe bei <5 mg/l.
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Abb. 5 Verlaufskontrolle liber 14 Tage. Die Graphen zeigen den Verlauf der cCRP Konzentrationen
in Serumproben, die Uber 14 Tage gemessen wurden. Die Abb. 5a gibt die Messergebnisse aus dem
ELISA (TECOmedical) wieder und in der Abb. 5b sind vergleichend die Messergebnisse des
Schnelltestgerates (TECOmedical) von zwei der Hunde dargestellt.
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Bei einer zweiten Tiergruppe, die ebenfalls sechs Hunde umfasste, wurde die cCRP-
Konzentration regelmaRig, Gber einen Zeitraum von bis zu 150 Tagen gemessen. Fir diese
Messungen wurden Serumproben von drei Tieren aus der ersten Tiergruppe (IHA,
Ehrlichiose, ITP) sowie von einem weiteren Tier mit IHA und zwei Tieren mit immunbedingter
Polyarthritis verwendet. In dieser Tiergruppe wurden hauptsachlich niedrige cCRP-
Konzentrationen gemessen (Abb. 6a). Der Verlauf zu Beginn der Messungen zeigte, wie
auch bei der Tiergruppe 1, bei allen Hunden einen deutlichen Abfall des cCRP innerhalb der
ersten 14 Tage. Im weiteren Verlauf lagen die Werte fur die cCRP-Konzentration bei vier der
sechs untersuchten Hunde unterhalb von 3 mg/l, bei einem der Hunde mit Polyarthritis stieg
der cCRP-Gehalt nach 114 Tagen geringgradig auf 4,75 mg/l an. Der zweite Patient mit
immunbedingter Polyarthritis zeigte im Verlauf der Messungen eine Verschlechterung seines
Gesundheitszustandes mit einem Anstieg der cCRP-Konzentration auf 108,6 mg/l am Tag 82
nach Erstbeprobung. Aufgrund der dramatischen Verschlechterung des Allgemeinzustandes
musste das Tier euthanasiert werden, weshalb keine weiteren Messungen durchgefuhrt
werden konnten.

Von dieser zweiten Tiergruppe konnten die Proben dreier Hunde auch im Schnelltestgerat
(TECOmedical) gemessen werden. Der Verlauf ist &hnlich zu dem der im ELISA
gemessenen Werte, jedoch liegen einige Werte hdher. Dies ist darin begrindet, dass das
Schnelltestgerat nicht in der Lage ist, niedrige Werte < 5 mg/l zu messen. Daher wurden die
Konzentrationswerte flir die Auswertung in den Wert 4,99 mg/I transformiert (Abb. 6b).
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Abb. 6 Verlaufskontrolle liber 125 Tage. Beide Graphen der Abb. 6 geben die Messung der cCRP-
Gehalte Uber einen Zeitraum von 125 Tagen wieder. Der ELISA (TECOmedical) zeigt der Verlauf des
cCRP-Gehaltes bei sechs verschiedenen Tieren (a). Im Schnelltestgerat (TECOmedical) wurde die
cCRP-Konzentration in den Proben von drei der Hunde gemessen (b).
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3.2 Isolierung, Nachweis und Charakterisierung des cCRP
3.2.1 cCRP-Isolierung aus Hundeserum

Fir die Isolierung des nativen Proteins wurde eine Kombination aus verschiedenen
Reinigungsschritten (Affinitdtschromatographie und Gelfiltration) verwendet.

3.2.1.1 Affinitatschromatographie

Zur Reinigung von nativem cCRP aus Hundeserum wurden post mortem insgesamt etwa
1,51 Blut von 7 Hunden mit unterschiedlichen entzindlichen und nicht entzindlichen
Erkrankungen enthommen, aus denen im Weiteren ca. 700 ml Serum durch Zentrifugation
erhalten wurden. Es wurden fir die Affinitatschromatographie nur Seren, die nicht oder nur
geringgradig hamolytisch waren, verwendet. Die cCRP-Konzentration der Seren (mittels
Schnelltestgerat; TECOmedical bestimmt) variierten von 25 mg/l bis >200 mg/l. Fur die
Isolierung wurde zunachst 20 ml und bei spateren Reinigungen jeweils 70-75 ml gemischtes
Serum verwendet. Daraus wurden, abhangig von der cCRP-Konzentration im Serum der
entsprechenden Hunde, 160 pg bis 5,9 mg cCRP pro Reinigung gewonnen (Anhang XIV).
Eine typische Kurve der PCh-Affinitdtschromatographie ist in Abb. 7 dargestellt. Die zu den
verschiedenen Zeitpunkten der Elution entnommenen Fraktionen wurden in der SDS-PAGE
mit Coomassie-Blau-Farbung auf die Reinheit untersucht (Abb. 7). Hierbei zeigten sich
deutliche Unterschiede in der Bandenintensitat (Fraktionen a-c) und der unterschiedliche
Proteingehalt spiegelt sich auch in den gemessenen, absoluten Proteinmengen wieder:

e Fraktion a = 0,33 mg/ml - .
e Fraktion b =0,39 mg/ml — — I
e Fraktion ¢ = 0,45 mg/ml
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Abb. 7 Verlauf einer PCh-Affinitdtschromatographie und EDTA-eluierte cCRP-Fraktionen. Fir
die Reinigung des cCRP wurden 70 ml gemischtes Serum eingesetzt und daraus ca. 1 mg Protein
gewonnen. Der Durchfluss der Proteine wurde mittels UV-Licht (280 nm) erfasst und die
Proteinfraktionen (a-c) zwischen 15 und 17,3 Min. gesammelt. Das in der Affinitdtschromatographie
gewonnene Material wurde elektrophoretisch getrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt.

Insgesamt konnten durch die Affinitatschromatographie in 11 verschiedenen
Reinigungsdurchlaufen etwa 16 mg natives cCRP gewonnen werden. Im Anschluss an die
Reinigung lag das cCRP-Protein > 5-fach konzentrierter vor (> 65%) als vor der Reinigung
(13%). Die einzelnen Reinigungsdurchldufe sind im Anhang tabellarisch aufgeflhrt.
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3.2.1.2 Gelfiltration

Die Gelfiltration wurde im Anschluss an die Affinitdtschromatographie zunachst mit einem
Teil der Proben durchgefuhrt. Mittels der Groflenstandards Aldolase (Extinktionsmaximum
nach 65,7 ml Pufferdurchfluss) und BSA (71,8 ml Pufferdurchfluss) konnte die verwendete
Saule kalibriert werden (Abb. 8a).

Die spezifische Standardkurve der Gelfiltrationssaule wurde fir die Berechnung des zu
erwartenden Durchflussvolumens bei der cCRP-Reinigung als Graph des Volumens (y-
Achse) gegen das Molekulargewicht (x-Achse) aufgetragen (Abb. 8b).
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Abb. 8 Erstellung einer Standardkurve fiir die Gelfiltration. Die Kurve (a) gibt die
Extinktionsmaxima der beiden Standards Aldolase und BSA wéahrend der Gelfiltration wieder. Aus
diesen beiden Punkten wurde das zu erwartende Durchflussvolumen an Puffer fliir cCRP berechnet

(b).

Das zu erwartende Durchflussvolumen betrug demnach ca. 70 ml bei einem angenommenen
nativ-cCRP-Molekulargewicht (Pentamer) von 110 kDa. Fur die Gelfiltration wurden
insgesamt 15 ml der zuvor mittels Affinitdtschromatographie gereinigten Proteinfraktionen
verwendet und das erwartete Elutionsvolumen fir cCRP von 70 ml konnte bestéatigt werden
(Extinktionsmaximum nach 69,85 ml) (Abb. 9).
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Abb. 9 Verlauf der Gelfiltration. In der Abbildung ist die Gelfiltration des Serums, mit dem
Extinktionsmaximum nach 69,85 ml Pufferdurchfluss, dargestellt.

Da fir die Gelfiltration nicht-denaturiertes Protein verwendet wurde, ist die Elution des cCRP-
Proteins bei 69,85 ml gleichzeitig ein Nachweis flr das Molekulargewicht des nativen cCRPs
von 110 kDa. Die cCRP-Konzentration war nach der Gelffiltration im Vergleich zum Serum
5,8-fach héher und im Vergleich zu der Affinitatschromatographie 0,8-fach hdher.
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Die nach Durchfluhrung dieses Verfahrens vorhandenen Verunreinigungen wurden aus der
Abb. 9 berechnet. Danach betrug die Reinheit des cCRP aus der Gelfiltration ca. 85%.

Zur vergleichenden Darstellung der Reinigungseffektivitdt wurden mit verschiedenen
gereinigten Fraktionen Coomassie-Blau gefarbte SDS-PAGE-Gele angefertigt. Bei dem
Vergleich von Serumproben einzelner Hunde mit gereinigten cCRP-Fraktionen
(Affinitatschromatographie und Gelfiltration) sind deutlich weniger Proteinbanden in den
gereinigten Fraktionen erkennbar (Abb. 10). Die nativen Serumproben weisen besonders im
hdéher molekularen Bereich eine Vielzahl unterschiedlich stark ausgepragter Proteinbanden
auf. Die mittels Affinitdtschromatographie gereinigten cCRP-Fraktionen (F1, F2) zeigten eine
deutliche Doppelbande mit einem Molekulargewicht von 22 kDa und 24 kDa (cCRP-
Monomere). Dabei gab es keinen deutlichen Unterschied in der Bandenintensitat. In beiden
Fraktionen finden sich darliber hinaus schwéchere Proteinbanden bei ca. 150 kDa, wobei es
sich vermutlich um Verunreinigungen handelt. In den untersuchten Fraktionen aus der
Gelfiltrations-GroRentrennung (G) war ebenfalls eine Doppelbande mit den o.g.
Molekulargewichten deutlich sichtbar. Bei dieser Reinigungsmethode fanden sich im
Polyacrylamidgel nur geringe Verunreinigungen auf der Hohe von etwa 60 kDa.

Abb. 10 Vergleich von Einzelserum und gereinigtem cCRP. In einer SDS-PAGE wurden mittels
Affinitdtschromatographie (F1, F2) sowie Gelfiltration (G) gereinigte cCRP-Fraktionen vergleichend mit
unbehandelten Seren von zwei Einzeltieren (Hund 1, Hund 2) untersucht.

Die Proben aus beiden Reinigungsverfahren (Affinitatschromatographie und Geffiltration)
wurden mittels Densitometrie von SDS-PAGE-Gelen nochmals auf Reinigungseffektivitat
analysiert. Dabei zeigten sich noch geringe, verbliebene Verunreinigungen mit anderen
Proteinen. Da sich der Reinheitsgrad von Affinitdtschromatographie (5-fache Konzentration)
und Gelfiltration (5,8-fache Konzentration) nicht deutlich unterschied, wurde im Weiteren auf
den letzteren Reinigungsvorgang verzichtet und weitere Analysen des cCRP-Proteins
lediglich mit Affinitdtschromatographie-gereinigten Proteinfraktionen durchgefihrt.
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3.2.2 cCRP-Proteinnachweis

Eine SDS-PAGE wurde sowohl mit einzelnen Hundeseren als auch mit
Affinitatschromatographie-gereinigten Proben durchgefiihrt. Die Proteine wurden im
Anschluss entweder mit einer einfachen Proteinfarbung (Coomassie-Blau) oder mittels
Immundetektion (Western Blot) nachgewiesen. Dartber hinaus wurden vorhandene
Proteinmodifikationen, in Form von Glykosylierungen, analysiert.

Das durch Affinitdtschromatographie gereinigte cCRP stellte sich in allen untersuchten
Fraktionen nach elektrophoretischer Auftrennung und spezifischem immunologischem
Nachweis als Proteindoppelbande mit einem Molekulargewicht von 22 kDa resp. 24 kDa dar,
wie unter 3.2.1 dargestellt. Im Vergleich dazu wurden Seren verschiedener Einzeltiere
untersucht. Die Analyse umfasste Tiere mit unterschiedlichem Gesundheitsstatus: In der
Abb. 11 sind beispielhaft ein gesunder Hund, Hunde mit nicht-entziindlichen Erkrankungen
(Diskopathie, Epilepsie, chronische Niereninsuffizienz (CNI)), verschiedene systemische
Entziindungsreaktionen (Magendrehung, Pneumonie, Immunhamolytische Andmie (IHA),
Septikdmie) und ein Hund mit einem Histiozytom vergleichend dargestellt. Von allen
untersuchten Hundeseren wurde die gleiche Gesamtproteinmenge eingesetzt.

Die Anfarbung des Proteingels mit Coomassie-Blau zeigte einheitliche Proteinmengen pro
Spur, wobei es leichte Variationen im Bandenmuster der verschiedenen Einzeltiere gab
(Abb. 11). Die deutlichste Proteinbande fand sich bei einem Molekulargewicht von etwa
60 kDa. Hierbei handelte es sich vermutlich um das physiologisch in gro3en Mengen
vorhandene Serumalbumin.

Bei der Analyse von Proben mittels Western Blot wurde eine Proteindoppelbande mit den
Molekulargewichten von 22 kDa und 24 kDa, vergleichbar mit der Untersuchung von
gereinigtem cCRP, durch den anti-cCRP-Antikorper detektiert. Dabei zeigte sich, dass in
einigen Seren eine Proteindoppelbande (mit den o.g. Molekulargewichten), in anderen
dagegen nur eine Einzelbande (mit einem Molekulargewicht von 22 kDa) nachgewiesen
werden konnte. Es wurden Unterschiede sowohl zwischen den verschiedenen Hunden
hinsichtlich der cCRP-Konzentration als auch innerhalb der Banden der untersuchten
Einzeltiere deutlich (Abb. 11). Es konnte kein cCRP-Protein bei dem gesunden Tier sowie
den Hunden mit Diskopathie und Epilepsie detektiert werden. Bei Hunden mit entziindlichen
Erkrankungen (Magendrehung, Pneumonie, Immunhamolytische Anamie (IHA), Septikamie)
hingegen zeigten sich unterschiedliche Bandenintensitaten. Die deutlichste Doppelbande
zeigte sich in der Probe des Tieres mit Pneumonie, der Nachweis von cCRP im Serum des
Hundes mit Magendrehung war nur undeutlich erkennbar und zeigte lediglich die untere
22 kDa grol3e Proteinbande. Auch in den Serumproben der Tiere mit CNI und Histiozytom
wurden Proteinbanden detektiert, bei dem Hund mit CNI eine Einzelbande (22 kDa) und bei
demjenigen mit Histiozytom eine Doppelbande. Bei allen Tieren, bei denen Doppelbanden
nachgewiesen wurden, war die leichtere, 22 kDa Untereinheit starker ausgepragt als die
24 kDa Proteinbande.
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Abb. 11 Untersuchung von Einzelseren verschiedener Hunde nach SDS-PAGE und Western
Blot. Die Untersuchung von Einzelseren ist hier beispielhaft an neun Hunden mit unterschiedlichem
Gesundheitsstatus (Gesund, Diskopathie, Epilepsie, Magendrehung, Pneumonie, chronische
Niereninsuffizienz (CNI), immunhamolytische Anamie (IHA), Septikamie (Sepsis), Histiozytom)
dargestellt. Im oberen Bereich der Abbildung ist das Ergebnis der Farbung eines Proteingels mit
Coomassie-Blau und im unteren Teil die cCRP-Detektion durch den anti-cCRP-AK im Western Blot
dargestellt.

Die Unterschiede zwischen den Proteinbanden bei Untersuchung mittels Western Blot lieRen
sich in den untersuchten Proben nicht mit einer bestimmten Erkrankungsart oder —schwere
korrelieren.

3.2.3 Charakterisierung der Proteinglykosylierung

Die Glykosylierungsnachweise erfolgten entweder im Anschluss an eine SDS-PAGE direkt
im Gel (unspezifischer Nachweis) oder nach dem Blotten auf Nitrocellulosemembranen
(spezifischer Nachweis durch Lektine).

3.2.3.1 Unspezifischer Glykosylierungsnachweis

Mit der unspezifischen Glykosylierungsfarbung konnte in einer gereinigten cCRP-Fraktion
eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von 24 kDa nachgewiesen werden, diese
stellte sich jedoch nur undeutlich dar (Abb. 12A). In keinem untersuchten Serum eines der
Einzeltiere war der Nachweis einer glykosylierten Proteinbande mit diesem Molekulargewicht
(24 kDa) moglich. In einer anschlieRenden Farbung desselben Proteingels mit Coomassie-
Blau war bei der gereinigten cCRP-Probe eine Proteindoppelbande und bei dem
untersuchten Einzelserum das typische Bandenmuster von Hundeserum zu erkennen (Abb.
12B).
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Abb. 12 Vergleich von Proteinbanden nach Glykosylierungs- und Coomassie-Blau-Féarbung.
Zum Nachweis einer Glykosylierung wurden vergleichend eine Probe des aufgereinigten cCRPs und
die Serumprobe eines Tieres mit Sepsis nach SDS-PAGE untersucht. Das Proteingel wurde zunachst
mit einer unspezifischen Glykosylierungfarbung (A) behandelt. Im Anschluss wurde dasselbe
Proteingel mit Coomassie-Blau (B) nachgefarbt, um alle Proteinbanden sichtbar zu machen.

Bei der Untersuchung von Einzelseren wurden bei allen Seren glykosylierte Proteinbanden
bei der Héhe von etwa 50 kDa und 130 kDa angefarbt. Hierbei handelte es sich vermutlich
um die Serum-Immunglobuline.

3.2.3.2 Spezifischer Nachweis der Glykosylierungsstrukturen

Aufgrund der unspezifischen Nachweisbarkeit von Zuckerstrukturen in der 24 kDa-Bande
des gereinigten Serum-cCRP erfolgte der Nachweis der spezifischen Glykosylierungsmuster
mittels verschiedener Lektine (GNA, SNA, MAA, PNA, DAS). Hierbei konnte ein positives
Signal nur bei der Reaktion mit dem Lektin SNA nachgewiesen werden (Abb. 13). Dieses
Lektin detektiert terminale Sialinsaure, die Uber eine 2-6-glykosidische Bindung sowohl mit
Galactose als auch mit GlaNAc verknlpft sein kann. Es kann mit dieser Farbung jedoch nicht
unterschieden werden, ob eine O-oder N-glykosidische Verknupfung des Zuckerrestes mit
dem Protein vorliegt.

Zur spezifischen Unterscheidung der glykosidischen Verknipfung wurde das Protein mit der
Endoglykosidase PNGase F  behandelt. Dieses Enzym entfernt Zuckerreste, die
N-glykosidisch mit dem Protein verknupft sind. Nachdem die gereinigte cCRP-Proteinfraktion
mit der PNGase F behandelt worden war, zeigte sich keine Farbung nach der Inkubation mit
dem Lektin SNA mehr. Auch die Behandlung der Positivkontrolle fir SNA (Transferrin) mit
PNGase F ergab das gleiche Ergebnis (Abb. 13), was die Funktionalitdt des Verfahrens
bestatigte.
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Abb. 13 Vergleich von PNGase F behandeltem und unbehandeltem Protein. Zur Uberpriifung der
glykosidischen Verknipfung wurde eine Probe des gereinigten cCRPs sowie Transferrin als
Positivkontrolle mit der Endoglykosidase PNGase F behandelt. AnschlieRend wurden beide
unbehandelten (nativ) und behandelten (PNGase F) Proteine mit dem Lektin SNA untersucht.

Da es sich bei dem Kontrollprotein Transferrin um ein N-glykosidisch verknlpftes Protein
handelt, zeigt der Unterschied zwischen dem nativen und PNGase F behandelten
Transferrin, dass die Entfernung des Zuckerrestes durch das Enzym erfolgt ist. Dieses
Ergebnis bestatigt die N-glykosidisch an das cCRP-Protein verknipften Zuckerreste.

3.2.4 Ergebnisse der 2D-Gelelektrophorese

Die 2D-Gelelektrophorese wurde zur differenzierten Betrachtung (Molekulargewicht und
isoelektrischer Punkt (pl)) der Untereinheiten durchgefiihrt. In Abb. 14 ist die 2D-Auftrennung
von gereinigtem cCRP nach Proteinfarbung (Fluoreszenz) dargestellt. Insgesamt stellten
sich sechs Spots mit einem isoelektrischen Punkt zwischen pH 5,3 und 6,9 dar, jeweils drei
bei einem Molekulargewicht von 22 kDa sowie 24 kDa. Dabei liegen alle Spots mit dem
héheren Molekulargewicht in einem nach sauer verschobenem Bereich verglichen mit den
Spots auf Hohe von 22 kDa (Abb. 14).

Bei dem Molekulargewicht von 22 kDa liegen die beiden gréReren Spots eng beieinander
oberhalb von einem pH-Wert 5,3 und der dritte, kleinere Spot weiter im basischen Bereich.
Die Spots mit Molekulargewicht von 24 kDa erscheinen mit deutlich gréRerem pH-Abstand
zueinander als die héhermolekularen. Die beiden groRen Spots lagen etwa im mittleren pH-
Bereich (ca. pH 6) und der dritte kleinere Spot wiederum mit etwas Abstand im basischeren
Bereich kurz vor pH 6,9. Alle Punkte, mit Ausnahme des am basischsten gelegenen, kleinen
Spots mit 22 kDa Molekulargewicht, erscheinen gedoppelt.

Aulerdem zeigten sich auf der Hohe dieser Molekulargewichte (22 kDa, 24 kDa) jedoch im
saureren Bereich (pH 5) nicht klar abgrenzbare Proteinspuren. Diese sind, wie auch weitere
Spots bei deutlich héheren Molekulargewichten und verschiedenen pH-Werten, vermutlich
noch Verunreinigungen mit anderen Proteinen, die jedoch in viel geringerer Konzentration
vorliegen.
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Abb. 14 2D-Gel einer Probe des gereinigten Serum-cCRP nach Proteinfarbung. Eine gereinigte
Serum-cCRP-Fraktion wurde in der 2D-Gelelektrophorese getrennt und anschlielend die Proteine
durch Flamingo Fluoreszenzfarbung sichtbar gemacht. Der gestrichelte Bereich gibt den Ausschnitt
des Gels an, der in den weiteren 2D-Gelen untersucht wurde.

Nach dem Nachweis des cCRP-Proteins durch Proteinfarbung mit Flamingo Fluoreszenz
Farbstoff wurde das Protein im Western Blot (Abb. 15) sowie mittels unspezifischen
Glykosylierungsfarbung (Abb. 16a) und Lektinbindung (Abb. 16b) untersucht. Im Folgenden
sind nur noch die Ausschnitte der Gele, auf denen das cCRP lokalisiert ist (s. gestrichelter
Bereich Abb. 14), gezeigt.

Zur Bestatigung, dass es sich bei den angefarbten Proteinspots (Flamingo Rot Fluoreszenz)
um Serum-cCRP handelt wurde nach Abschluss der 2D-Gelelektrophorese ein Western Blot
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angefertigt. Die Immundetektion erfolgte mit dem anti-cCRP-AK. Bei der Entwicklung zeigten
sich keine vollstdndigen Abgrenzungen der einzelnen Spots im Gegensatz zur Fluoreszenz-
Proteinfarbung. Es wurden jeweils sechs Proteinspots mit unterschiedlichem
Molekulargewicht von 22 kDa und 24 kDa gefunden, wobei diejenigen mit hdéherem
Molekulargewicht im saureren pH Bereich vorlagen. Die Proteinspots teilten sich wiederum
jeweils in zwei grofere und einen kleineren Spot auf. Das Muster der Immundetektion
stimmte mit dem der Fluoreszenzfarbung weitgehend Uberein (Abb. 15) und auch hier
stellten sich der Grofdteil der Proteinspots in einer Dopplung dar.

Abb. 15 Western Blot einer gereinigten cCRP-Fraktion nach 2D-Gelelektrophorese. Im
Anschluss an die 2D-Gelelektrophorese erfolgte ein Western Blot mit Immundetektion durch den
spezifischen anti-cCRP-AK.

Im Weiteren wurde untersucht, ob die in der unspezifischen Glykoproteinfarbung gefundene
obere Bande (vgl. Abb. 12) sich auch in allen drei Spots mit dem héheren Molekulargewicht
bestatigen lasst. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei 24 kDa-Spots mit der
unspezifischen Glyko-Farbung reagierten, obwohl sich der kleinste Spot schlechter
darstellte. Die Proteinspots lagen bei einer Hohe von 24 kDa und einem pH < 6 und teilten
sich wie bereits in den vorigen Untersuchungen in zwei groRere und einen kleineren Spot auf
(Abb. 16a). Die 22 kDa grof3en Proteinspots wurden dagegen nicht angefarbt.

" -y

a b

Abb. 16 Glykosylierungsnachweis nach 2D-Gelelektrophorese von gereinigtem Serum-cCRP.
Der Nachweis der Glykosylierung von gereinigtem cCRP-Protein in der 2D-Gelelektrophorese wurde
durch unspezifische Anfarbung (a) und spezifischer Detektion durch Lektinbindung mit SNA (b)
durchgefuhrt.

Die Untersuchung der glykosylierten Untereinheiten des cCRP nach der Auftrennung von
Serumfraktionen in der 2 D-Gelelektrophorese wurde nach Ubertrag auf eine
Nitrocellulosemembran auch mit dem Lektin SNA durchgefihrt (Abb. 16b). Hier zeigte sich
ein ahnliches Bild wie in der unspezifischen Glykoproteinfarbung, jedoch konnten die
einzelnen Spots bei einem Molekulargewicht von 24 kDa hier deutlicher dargestellt werden.
Die sichtbaren Bereiche zeigten zwei eng beieinander liegende gréRere und einen kleinen
Proteinspot. Darliber hinaus war ein vierter Punkt im basischen Bereich sichtbar (Abb. 16b).
Wie auch in der Proteinfarbung und im Western Blot erschienen die gefundenen
Proteinspots in der Anfarbung durch das SNA-Lektin gedoppelt.
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3.2.5 Partielle Sequenzierung des nativen Proteins

Die Proteinsequenzierung aus SDS-PAGE gereinigtem cCRP mittels
massenspektrometrischer Analyse ergab eine Ubereinstimmung der cCRP-Sequenz mit der
bisher bekannten abgeleiteten Sequenz (NCBI, Acc. Nr. XP_545746). Bei der Analyse
mittels MALDI-TOF-MS fanden sich sowohl in der 22 kDa als auch der 24 kDa grof3en Bande
drei gleiche Sequenzstticke:

e ESENSYVILFPQLQKPMK (zwischen AS 32 und 51 der Originalsequenz von NCBI)

e ERPGLFSVSVGGSDAFINFPQK (zwischen AS 84 und 107 der Originalsequenz

von NCBI)

e ALSPNVLNWR (zwischen AS 195 und 205 der Originalsequenz von NCBI).
Zusatzlich fanden sich bei dieser Untersuchungsmethode bei den beiden Banden jeweils
noch unterschiedliche Teilsequenzen. In der oberen Bande (24 kDa) wurde vor der AS-
Sequenz ERPGLFSVSVGGSDAFINFPQK ein Fragment aus 10 AS (SQSNEILLFK) erkannt.
Bei der Untersuchung der unteren Bande (22 kDa) wurde zusatzlich zwischen den AS 140
und 165 die Sequenz RGYTVGSGASIVLGQEQDSFGGGFDK gefunden.

In der Analyse mittels OrbiTrap konnten weitere AS-Teilsequenzen bestatigt werden:
e die sieben AS lange Teilsequenz KAFVFPR zu Beginn der cCRP-Proteinsequenz
(zwischen AS 25 und 33 der Originalsequenz von NCBI)
e NQSLVGDIEDVNMWDFVLSPSQILTLYTTR (zwischen AS 164 und 196 der
Originalsequenz von NCBI)
e am Ende der cCRP-Proteinsequenz YETRGEVFLKK (zwischen AS 207 und 219 der
Originalsequenz von NCBI)

Nach der N-terminaler Sequenzierung (Proteome factory, Berlin) von gereinigtem Serum-
cCRP wurde sowohl in der Proteinbande mit einem Molekulargewicht von 22 kDa als auch in
der 24 kDa schweren Proteinbande die AS-Sequenz QIDLDE ermittelt. Diese Sequenz findet
sich in der bisher angenommenen Sequenz von NCBI erst nach einer 19 AS-langen
Anfangssequenz.

Insgesamt konnten 140 von bisher vorhergesagten 223 AS bestatigt werden (62,8% AS-
Sequenzbestatigung). Die 19 AS zu Beginn der in silico cCRP-Sequenz sind beim nativen
Serum-cCRP nicht vorhanden. Die durch die verschiedenen Proteomanalysen
nachgewiesene, 204 AS lange Sequenz, ist vollstandig in Abb. 17 dargestellt.

KAFVFPRESENSYVILFPQLQKPMKAFTVCLQVYTDLTRPHSLFSYATKSQSNEILL
FKERPGLFSVSVGGSDAFINFPQKFYAPQHFCVTWESVTGLTELWVDGKPMVRASLRRGY
TVGSGASIVLGQEQDSFGGGFDKNQSLVGDIEDVNMWDFVLSPSQILTLYTTRALSPNVLN

WRNLRYETRGEVFLKKELWS

Abb. 17 Darstellung der nachgewiesenen cCRP-AS-Sequenzen der beiden 22 kDa bzw. 24 kDa
Banden. Die in Gelb dargestellte Startsequenz wurde mittels N-terminaler Sequenzierung gefunden.
In Rot markierte Sequenzbereiche stellen durch MALDI-TOF bestédtigte Sequenzen dar. AS-
Sequenzen, die mittels OrbiTrap detektiert wurden, sind blau markiert. Alle Sequenzen, die in
massenspektrometrischen Untersuchungen nicht gefunden werden konnten, sind in schwarz
dargestellt.
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3.2.6 Vollstédandige cDNA-Sequenzierung

Um die komplette cCRP-Gensequenz zu bestatigen, wurde eine Analyse des cCRP
Transkripts an die Untersuchung der Proteinsequenz angeschlossen.

Bei der Isolation der mRNA aus Lebergewebe einer Boxerhiindin konnten ca. 40 uyg Gesamt-
MmRNA gewonnen werden. Nach der Umschreibung der cCRP-mRNA in cDNA, eine
angeschlossene Amplifikation und Aufreinigung des cCRP-PCR-Produktes, wurde in der
kommerziellen cDNA-Sequenzierung die cCCRP-Sequenz bestatigt und als eigene Sequenz
in die Datenbank eingespeist (NCBI Acc. Nr. HG003655). Diese stimmte in 668 bp von
669 bp mit der bisher angenommenen in silico Sequenz (NCBI Acc. Nr. XM_545746)
Uberein. Die Base an der 465. Stelle der cDNA-Sequenz enthielt eine Mischsequenz. Diese
Position zeigte sowohl die Base Guanin als auch die Base Thymin an, wobei in der in silico
Sequenz die Base Guanin angegeben ist. Der Austausch von Guanin zu Thymin flhrt zu
einer Veranderung des Codons an der dritten Stelle, von dem urspringlichen Triplett GAG
zu dem veranderten Triplett GAT. Dies wiirde wiederum zu einer Veranderung der codierten
Aminosaure von Glutaminsdure (GAG) zu Asparaginsaure (GAT) flhren. Die vollstandige
cDNA-Sequenz ist im Anhang VIII dargestellt.

3.3 Rekombinantes cCRP

Die kommerziell erstellte cCRP-Gensequenz wurde in das Vektorplasmid pEXP5-CT/TOPO®
kloniert und deren Position und Sequenz mittels cCRP-spezifischer PCR Uberpruft. Im
Agarosegel, das zum Nachweis der Plasmide an die PCR angeschlossen wurde, fanden sich
Banden auf H6he von etwa 700 bp.

1000 bp

700 bp

500-bp cCRP-Genabschnitte aus pEXP5-CT/TOPO®

Abb. 18 cCRP-spezifische PCR nach Klonierung des cCRP-Gens in das Vektorplasmid pEXP5-
CT/TOPO®. Untersuchung cCRP-genhaltiger Vektorplasmide von verschiedenen Subklonen mittels
PCR. In finf von sechs Spuren finden sich DNA-Fragmente von ca. 800 bp Lange. Der mit ,**“
gekennzeichnete Subklon (Nr. 26) wurde flr weitere Proteinexpressions-Experimente verwendet.

Nach Ausschnitt dieser Banden und Isolation des PCR-Produktes aus dem Agarosegelstuick
wurden die Kkorrekte, 669 bp lange cCRP-Basensequenz mittels kommerzieller
Sequenzierung bestatigt. Das korrekt klonierte Plasmid (pEXP5/TOPO_cCRP) wurde fir die
Hitzetransformation in E. coli BL21(DE3)pLyS verwendet und die erfolgreiche Transformation
konnte durch Plasmidisolation aus diesen Bakterien bestatigt werden.

Auf Basis der bestatigten, korrekten Sequenz des Vektorplasmides (Anhang VIl.) erfolgte die
Proteinexpression in zwei verschiedenen Systemen: der zellfreien Expression
(Expressway™ Cell-free E. coli Expression System) sowie der Expression in E. coli-
Bakterien (E. coli BL21(DE3)pLyS).

3.3.1 Untersuchungen der Expression des rekombinanten cCRP

3.3.1.1 Proteinexpression mittels Expressway™ Cell-free E. coli Expression System

Zunachst wurde die rcCRP-Proteinproduktion durch die zellfreie Expression in kleineren
Mengen (100 pl-Ansatze) durchgefihrt. Ein Western Blot des zellfrei produzierten rcCRP
zeigte die Detektion von Proteinbanden bei 20 kDa und 24 kDa sowie zusatzlich eine
schmale Proteinbande bei 19 kDa durch den anti-cCRP-AK. Als Positivkontrolle wurde

Ergebnisse Seite | 45



natives cCRP aufgetragen und stellte sich wie bereits in den vorigen Untersuchungen als
Proteindoppelbanden mit etwa 22 kDa und 24 kDa Molekulargewicht dar (Abb. 19a).

Im Vergleich des rekombinanten mit dem gereinigten Serum-cCRP mittels anti-HisTag-AK
wurde aber nur eine, deutlich sichtbare Proteinbande mit 24 kDa Molekulargewicht in der
Probe des rcCRPs detektiert. Bei der Untersuchung des gereinigten Serum-cCRPs mit dem
anti-HisTag-AK wurde erwartungsgemal keine Proteinbande sichtbar (Abb. 19b).

a. anti-cCRP-AK b. anti-HisTag-AK

cCRP ZF rcCRP ZF rcCRP

Abb. 19 Western Blot-Vergleich von zellfrei produziertem rcCRP-Protein und gereinigtem
Serum-cCRP. Im Western Blot mit dem anti-cCRP-AK (a) sowie dem anti-HisTag-AK (b) wurde
cCRP-Protein aus dem zellfreien Expressionssystem (ZF cCRP), mit einer Probe gereinigten Serum-
cCRP (cCRP) verglichen.

3.3.1.2 Proteinexpression mittels E. coli BL21(DE3)pLysS

Nach dem Nachweis der Proteinproduktion durch das zellfreie Expressionssystem in
kleineren Mengen wurde die Proteinexpression im nachfolgenden Schritt in gréReren
Ansatzen (5 ml) mittels E. coli BL21(DE3)pLyS intensiviert. Der im Anschluss durchgefihrte
Western Blot des durch E. coli BL21(DE3)pLyS produzierten rekombinanten cCRP-Proteins
mit anti-cCCRP-AK zeigte immunreaktive Proteindoppelbanden mit < 20 kDa und ca. 24 kDa
Molekulargewicht (Abb. 20), wobei die untere Bande starker war. Auch diese Untersuchung
wurde im Vergleich mit gereinigtem Serum-cCRP (Affinitatschromatographie) durchgefihrt,
welches sich wie auch in den dbrigen Untersuchungen als Proteindoppelbande mit einem
Molekulargewicht von 22 kDa und 24 kDa darstellt.

cCRP BL21 rcCRP

Abb. 20 Western Blot-Vergleich von E. coli BL21(DE3)pLysS rcCRP-Protein mit gereinigtem
Serum-cCRP. Ein Vergleich von rcCRP-Protein aus dem bakteriellen Expressionssystem
BL21(DE3)pLysS (BL21 rcCRP) mit einer Probe gereinigten Serum-cCRP (cCRP) im Western Blot
(anti-cCRP-AK) ist dargestellt.

Um die optimale Inkubationszeit der E. coli BL21(DE3)pLyS Kulturen flr die Expression des
cCRP-Proteins nach Stimulation mit IPTG zu evaluieren, wurden verschiedene
Inkubationszeiten verglichen. Dabei zeigte sich eine geringe Grundexpression von
immunreaktivem Protein ohne Stimulation durch IPTG. Auch die Lange der Inkubationszeit
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hatte einen Einfluss auf die Starke der Proteinexpression. Im Western Blot wurden zwei
verschiedene Ansatze desselben Subklons (Nr. 26) auf ihre Proteinproduktion untersucht.
Dabei zeigten sich in allen untersuchten Proben unterschiedlich starke Proteinbanden bei
< 20 kDa und ca. 24 kDa, bei denen jeweils ein Ansatz des Subklon 26 starker exprimierte
als der andere (Abb. 21). Die Untersuchung zeigte eine Grundexpression auch ohne IPTG-
Stimulation, jedoch war diese vergleichsweise gering. Bei allen Proben nach Stimulation
(2 Stunden, 3 Stunden, 4 Stunden) war die Proteinbande mit dem héheren Molekulargewicht
von ca. 24 kDa deutlicher ausgepragt (Abb. 21). Insgesamt nahm die Proteinsynthese mit
langeren IPTG Inkubationszeiten zu.

A B A B A B A B

Ohne IPTG IPTG 2 Stunden IPTG 3 Stunden IPTG 4 Stunden

Abb. 21 Western Blot-Vergleich verschiedener Inkubationszeiten von E. coli BL21(DE3)pLysS
mit IPTG. Die transformierten (pEXP5-CT/TOPO_cCRP) E. coli BL21(DE3)pLysS (BL21) wurden
durch IPTG-Zusatz (1 mM) stimuliert. Vergleichend wurden zwei Ansatze (A, B) desselben Subklons
(Nr. 26) angesetzt und vor der Stimulation sowie zu drei definierten Zeitpunkten (2 Stunden,
3 Stunden, 4 Stunden) Proben entnommen und im Western Blot mit dem spezifischen anti-cCRP-AK
untersucht.

3.3.1.3 Vergleichende Untersuchungen beider Expressionssysteme

Als Negativkontrolle wurde auch cCRP-genfreies Vektorplasmid pEXPS5/TOPO in das
Expressway™ Cell-free E. coli Expression System sowie in den E. coli BL21(DE3)pLysS
Stamm transformiert und inkubiert. Bei der Untersuchung des exprimierten Proteins im
Western Blot mit dem anti-cCRP-AK zeigten sich dabei mehrere Proteinbanden, sowohl in
den Proben aus dem zellfreien Expressionssystem als auch in den Proben aus E. coli
BL21(DE3)pLysS (Abb. 22).

Im vergleichenden Western Blot von Proteinproben aus dem Expressway™ Cell-free E. coli
Expression System mit reinem Vektorplasmid pEXP5/TOPO und dem cCRP-genhaltigen
Vektorplasmid (pEXPS/TOPO_cCRP), zeigte sich bei beiden Systemen eine deutliche ca.
19 kDa grofRe Proteinbande. In der Probe mit pEXP5/TOPO_cCRP zeigten sich zusétzlich
noch schwache Proteinbanden bei 23 kDa und 27 kDa (Abb. 22a).

Im E. coli-System (E. coliBL21(DE3)pLysS) zeigten sich bei derselben Untersuchung
ebenfalls deutliche cCRP-immunreaktive Proteinbanden, bei etwa 20 kDa, sowohl in den
Bakterien mit reinem Vektorplasmid als auch bei denen mit pEXP5/TOPO_cCRP. In beiden
untersuchten Proben zeigten sich zusatzlich Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von
12 kDa, wobei diese bei den Bakterien mit pEXP5/TOPO_cCRP starker ausgepragt war. In
dieser Probe mit cCRP-genhaltigem Vektorplasmid wurde noch ein dritte, etwa 23 kDa grof3e
Proteinbande detektiert, die jedoch nur undeutlich sichtbar war (Abb. 22a).

Bei Untersuchungen von zellfrei produzierten, rekombinanten cCRP-Proteinproben mittels
anti-HisTag-AK konnten diese Banden nicht nachgewiesen werden. Hier wurde nur im
zellfrei produzierenden Expressionssystem eine deutlich sichtbare Einzelbande mit einem
Molekulargewicht von ca. 24 kDa detektiert (Abb. 22b).
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a. anti-cCRP-AK b. anti-HisTag-AK

L VP rcCRP,

zellfrei

rcCRP VP
zellfrei BL21(DE3)pLysS cCRP

Abb. 22 Vergleich der verschiedenen Proteinproduktionen des rcCRP im Western Blot. Die
Abbildung 22a zeigt den Vergleich rekombinanter Proteinproben von bakteriellen Zellen
(BL21(DE3)pLysS) und einem zellfreien Expressionssystem mit dem anti-cCRP-AK. Untersucht
wurden jeweils Proben mit reinem Vektorplasmid (VP) als Negativkontrolle und cCRP-genhaltigen
Vektorplasmid (rcCRP). Als Positivkontrolle wurde gereinigtes Serum-cCRP (cCRP) verwendet.). Die
Untersuchung mit dem anti-HisTag-AK (b) wurde nur bei von Proben des zellfreien
Expressionssystems durchgeflhrt, da sich in einer Untersuchung gezeigt hat, dass dieser AK in den
Proben aus bakteriellen System zu unspezifisch reagiert (vgl. Abb. 24).

Auch bei dieser Untersuchung wurde mittels Affinitdtschromatographie gereinigtes Serum-
cCRP als Positivkontrolle verwendet. Dieses zeigte sich in der Untersuchung durch den anti-
cCRP-AK, wie auch in den vorigen Untersuchungen als Proteindoppelbande mit 22 kDa und
24 kDa Molekulargewicht (Abb. 22a). In der Untersuchung mit dem anti-HisTag-AK dagegen
wurde keine Bande detektiert (Abb. 22b).

3.3.2 Reinigungsversuche des rekombinanten cCRP

Im Anschluss an die rcCRP-Proteinproduktion im zellfreien (Expressway™ Cell-free E. coli
Expression System) sowie bakteriellen Expressionssystem (E. coliBL21(DE3)pLysS)
erfolgten erste Reinigungen mittels IMAC {ber eine Ni**-IDAhigh-S&aule. Nach der Elution
des bakteriell produzierten Proteins wurden die Proteine mittels SDS-PAGE und
nachfolgendem Western-Blot mit dem anti-cCRP-AK sowie dem anti-HisTag-AK untersucht.

3.3.2.1 Expressway'" Cell-free E. coli Expression System

Bei den nachfolgenden Experimenten mit den IMAC-gereinigten Proben aus dem zellfrei
produzierenden Expressionssystem zeigte sich, dass der Proteinnachweis mit beiden
Antikdrpern nur im Expressionsgemisch vor der Elution aus der Ni**-IDAhigh-Saule mdglich
war. Im cCRP-spezifischen Western Blot mittels anti-cCRP-AK (Abb. 23a) zeigte sich in
dieser untersuchten Fraktion eine immunreaktive Proteindoppelbande mit 20 kDa und
24 kDa Molekulargewicht. In den Ubrigen Fraktionen des Uberstandes nach Inkubation, dem
Waschschritt und dem Eluat konnte kein Protein detektiert werden.

In der Untersuchung mit dem anti-HisTag-AK wurden diese Befunde bestatigt. Hier wurde
nur eine Proteinbande im Bakterien-Proteinextrakt vor Inkubation bei 24 kDa detektiert (Abb.
23b).
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a. anti-cCRP-AK b. anti-HisTag-AK

15 kDa

Extrakt zf ES UP Extrakt zf_ES UP

Abb. 23 Western Blot von Proteinproben der zellfreien Expression vor und nach IMAC-
Reinigung. Die Effektivitat der IMAC-Reinigung von Protein aus dem zellfreien Expressionssystem
wurde im Western Blot mit dem anti-cCRP-AK (a) und anti-HisTag-AK (b) untersucht. Es wurde das
unbehandelte Extrakt des zellfreien Expressionssystem (Extrakt zf_ES), der Uberstand nach der
Inkubation (UP), die Waschfraktion (WF) und das Eluat untersucht.

3.3.2.2 E. coliBL21(DE3)pLysS

Bei der Untersuchung von bakteriell produziertem rcCRP-Protein wurde der deutlichste
cCRP-immunreaktive Proteinnachweis mit beiden Antikérpern im bakteriellen Pellet erreicht.
Im Verlauf der Reinigung dagegen nahm der Gesamtproteingehalt sowie der Gehalt des
cCRP-Proteins deutlich ab (Abb. 24a).

Im Western Blot mit dem anti-cCRP-AK zeigte sich in allen untersuchten Fraktionen eine
Proteinbande mit einem Molekulargewicht von < 20 kDa. Im Bakterienzelllysat konnte nur
eine undeutliche Proteinbande mit ca. 22 kDa Molekulargewicht beobachtet werden (Abb.
24a).

In der Analyse durch den anti-HisTag-AK wurden deutlich mehr Banden detektiert (Abb.
24b). Sowohl im Bakterienzelllysat als auch im Durchfluss der Ni**-IDAhigh-S&ule zeigten
sich Proteinbanden bei ca. 15 kDa und ca. 30 kDa. Weniger deutliche Proteinbanden zeigten
sich bei einem Molekulargewicht von ca. 20 kDa, ca. 22 kDa und ca. 24 kDa. In der
aufgefangenen Waschpufferfraktion konnte insgesamt nur wenig Protein detektiert werden
und Proteinbanden waren nur noch bei ca. 15 kDa, ca. 20 kDa und ca. 30 kDa sichtbar. In
der Probe des abschlieBenden Elutionsschritts fur HisTag-Proteine zeigte sich keine
detektierbare Proteinbande mehr (Abb. 24b).

a. anti-cCRP-AK b. anti-HisTag-AK

—

15 kDa

15 kDa -

BL21 cCRP upP BL21 cCRP UuP

Abb. 24 Western Blot von Proteinproben aus BL21(DE3)pLysS Kulturen vor und nach IMAC-
Reinigung. Die Abbildung stellt vergleichend Western Blots der Reinigungsergebnisse von Proben
aus der bakteriellen Proteinexpression mit dem anti-cCRP-AK (a) und anti-HisTag-AK (b) dar. Es
wurde das unbehandelte Extrakt des zellfreien Expressionssystem (Extrakt zf_ES), der Uberstand
nach der Inkubation mit der IMAC-Saule (UP), die Waschfraktion (WF) und das Eluat untersucht.
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3.4 Erster immunologischer cCRP-Vergleich verschiedener Spezies

Um einen ersten Eindruck von der Immunreaktivitdt des CRPs in anderen Spezies und der
zwischenartlichen Bedeutung des CRPs zu erhalten, wurden Serumproben verschiedener
Spezies miteinander verglichen. Alle vergleichenden Untersuchungen wurden sowohl im
Coomassie-Blau gefarbten SDS-PAGE-Gel als auch im Western Blot mit dem spezifischen
anti-cCRP-AK durchgefiihrt.

In der Anférbung des Proteingels mit Coomassie-Blau stellen sich in den Seren der
verschiedenen Tierspezies eine Vielzahl von Proteinbanden dar (Abb. 25a): unterhalb von
25 kDa bei allen Spezies mit Ausnahme des Kaninchens (Oryctolagus cuniculus) sowie
verschieden stark ausgepragte Proteinbanden mit einem Molekulargewicht oberhalb von
50 kDa. Besonders deutlich ist bei allen Tieren eine Proteinbande bei ca. 60 kDa (vermutlich
Serumalbumin) ausgepragt. Das Serum des Steinmarders (Martes foina) zeigte zusatzlich
zwei klare Proteinbanden bei ca. 42 kDa und 45 kDa. Die Anfarbung des Proteingels mit
Coomassie-Blau zeigte anndhernd gleich aufgetragene Proteinmengen in allen Spuren (Abb.
25a).

Alle Seren wurden auch im Western Blot untersucht (Abb. 25b). Obwohl sich in der
einfachen SDS-PAGE auf Hohe des caninen CRPs bei allen Spezies Doppelbanden mit
einer MolekllgroRe von 22 kDa und 24 kDa erkennen lieRen, zeigte sich im Immunblot ein
cCRP-Nachweis nur bei den Proben der Caniformia. Bei den Proben der beiden
untersuchten Hunde sind deutliche Unterschiede in der Intensitat der Doppelbanden,
korrelierbar mit der cCRP-Konzentration, sichtbar. Auch die Proben der anderen Vertreter
der Uberfamilie der Caniformia zeigten unterschiedlich starke Proteinbanden von 22 kDa und
24 kDa. Lediglich in der Seehund (Phoca vitulina) - Probe zeigte sich eine sehr deutliche
Bande. Aufgrund der starken Chemilumineszenz konnte nicht sicher differenziert werden, ob
es sich um eine Einzel- oder eine Doppelbande handelte. Wie auch bei den vorhergehenden
Proteinuntersuchungen in Serumproben verschiedener caniner Einzeltiere (vgl. Abb. 11),
zeigte sich bei den anderen Vertretern der Caniformia eine unterschiedliche Intensitat der
Doppelbanden. Bei dem untersuchten Braunbar (Ursus arctos) war die leichtere, ca. 22 kDa
Untereinheit deutlicher sichtbar. Die Banden in den Proben der Einzeltiere der Spezies
Waschbar (Procyon lotor) und Steinmarder (Martes foina) erschienen etwa gleich stark,
wobei auch hier die 22 kDa Bande etwas deutlicher war. Insgesamt waren die Banden des
cCRP bei dem untersuchten Steinmarder nur schwach sichtbar.

Ein immunologischer Nachweis des Proteins mit dem anti-cCRP-AK bei der Katze (Felis
silvestris catus) oder einem der anderen hier untersuchten domestizierten Tierspezies
(Equus ferus caballus, Bos primigenius taurus, Sus scrofa domestica, Oryctolagus cuniculus)
war nicht moglich. In keiner Probe der untersuchten Tiere zeigte sich eine Bande auf Hohe
von 22 kDa oder 24 kDa (Abb. 25b).
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Abb. 25 Vergleich von Serumproben verschiedener Spezies in SDS-PAGE (a) und Western Blot
(b). Der linke Teil der Abbildung zeigt Serumproben verschiedener Spezies aus der Gruppe der
Hundeartigen: C.I.f. = Canis lupus familiaris, U.a. = Ursus arctos, Pr.l. = Procyon lotor, M.f. = Martes
foina und P.v. = Phoca vitulina. Zum Vergleich gibt der rechte Teil der Abbildung das Ergebnis der
Untersuchung von Serumproben der verschiedenen domestizierten Spezies F.s.c. = Felis silvestris
catus, E.f.c. = Equus caballus, B.p.t. = Bos primigenius taurus, S.s.d. = Sus scrofa domestica und
O.c. = Oryctolagus cuniculus wieder.

Im oberen Teil der Abbildung ist das Proteingel nach Coomassie-Farbung (a) und darunter das
Ergebnis der entsprechenden Untersuchung im Western Blot nach Inkubation mit dem anti-cCRP-AK
(b) dargestellt.

Aufgrund der nachgewiesenen Doppelbanden kann vermutet werden, dass auch das CRP
anderer Caniformia eine Glykosylierung der oberen Proteinbande aufweist. Der versuchte
Nachweis dieser Glykosylierung in den Einzelseren der verschiedenen Spezies mittels
unspezifischen Glykosylierungsfarbung gelang direkt im Serum jedoch nicht (Daten nicht
gezeigt). Eine Reinigung von CRP einzelner Spezies und die daran angeschlossenen
Untersuchung mittels 2D-Gelelektrophorese sowie ein Glykosylierungsnachweis waren nicht
moglich, da dafir zu geringe Serummengen zur Verfiigung standen.
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4 DISKUSSION

4.1 Klinische Studie zur Evaluierung der Messgeréte

Die Entziindung ist die Reaktion auf jede Art von Verletzung innerer oder aulerer Zellen. Im
Rahmen einer Entziindungsreaktion werden vom Organismus eine Reihe von Proteinen
produziert, die dem Eliminieren einer Noxe dienen und die verstarkte Reaktionsbereitschaft
der Immunzellen zur Folge haben (Baumann und Gauldie 1994). Die Messung dieser Zellen
(Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen) wie auch verschiedener Proteine, u.a. auch
APPs, werden zur medizinischen Diagnostik herangezogen. In der Humanmedizin ist das
CRP bereits seit vielen Jahren ein nutzlicher Parameter fur Entziindungen. Die Messung des
hCRP wird insbesondere fir die regelmafige Untersuchung auf organische Erkrankungen,
das Uberpriifen von Therapieerfolgen bei Entziindungen und Infektionen sowie das
Erkennen von auftretenden Infektionen bei immunsupprimierten Individuen (Pepys und
Hirschfield 2003) angewandt. Auch beim Hund ist das CRP ein messbarer Parameter, um
Entzindungsprozesse zeitnah nach Entstehung erkennen zu kdnnen, so dass es ein
Kriterium zur Differenzierung von Symptomen in ,entzindlich® und ,nicht-entziindlich®
darstellen kann (Eckersall und Bell 2010).

Unter physiologischen Bedingungen ist die Serumkonzentration des cCRP gering. In der
Literatur finden sich verschiedene Angaben flir Referenzbereiche gesunder Hunde zwischen
0 und 8,9 mg/l (Griebsch et al. 2009), 5,06 +3,6 mg/l (Otabe et al. 1998), 8,4 4,6 mg/l
(Yamamoto et al. 1994) sowie 0,22 und 4,04 mg/l (Martinez-Subiela et al. 2004). Obwohl
diese Werte alle durch Messung mittels ELISA ermittelt wurden, zeigen sich Differenzen
zwischen den verschiedenen untersuchten Gruppen. Dies ist moglicherweise bedingt durch
die Nutzung verschiedener ELISA-Systeme wie des Tridelta (Griebsch et al. 2009) sowie des
ELISA von Yamamoto et al. (1992) durch (Otabe et al. 1998) und (Yamamoto et al. 1994).
Auch die Heterogenitat der unterschiedlichen Gruppen von Kontrolltieren in diesen Studien
koénnte ein Grund fir die Unterschiede sein.

Ein Vorteil der Messung des cCRP gegenlber traditionellen Entzindungsmarkern ist seine
hohere Spezifitat fir entzindliche Prozesse, wodurch es auch zur Diagnose bei
Erkrankungen eingesetzt werden kann, die nicht Uber ein Blutbild oder Differentialblutbild
erkannt werden kénnen (Nakamura et al. 2008). Der Nachweis dieses Biomarkers ist daher
auch bei myelosupprimierten Patienten (Chemotherapeutika, Neoplasien) moglich (Ceron et
al. 2005). Darlber hinaus wird die Ausschittung des CRP nicht, wie Immunzellen, durch
steroidbasierte, anti-inflammatorische Therapien beeinflusst (Martinez-Subiela et al. 2004).
Weiterhin kénnen auftretende Veranderungen, insbesondere bei Erkrankungen die
Langzeittherapien erfordern, regelmalig erfasst werden und daraus eine schnelle und
adaquate Therapieumstellung erfolgen (Eckersall und Bell 2010).

Die Durchfihrung einer schnellen und zuverlassigen Diagnostik ist flr die einwandfreie
Betreuung von Patienten, besonders bei kritischen Zustanden, unerldsslich. Fir die Messung
des Parameters sind entsprechende Schnelltestgerate hilfreich.

Bisher fehlen in der Tiermedizin validierte quantitative Schnelltestgerate fir die Messung des
Entziindungsmarkers cCRP und anderer APPs. Daher sollte diese Studie zur Etablierung
von drei Messgeraten zur schnellen und patientennahen Messung des Entziindungsproteins
beitragen. Ein zusatzliches Ziel war es weitere Kenntnisse Uber die Struktur des cCRP-
Proteins zu gewinnen, um daraus neue Mdglichkeiten flr die Diagnostik und Therapie — auch
im Hinblick auf andere Spezies — zu ergrinden.

Insgesamt konnten 125 Tiere mit cCRP-Werten zwischen 0 und 282 mg/l in die Studie
eingeschlossen werden. Die Proben wurden fir diese Studie mit einem neuen ELISA
(TECOmedical) gemessen, der eine gute Korrelation mit dem Tridelta ELISA hat (Selting et
al. 2013). Bei der Beurteilung der Bedienung der Testgerate unterschieden sich zwar
Vorbereitungszeit, Probenmenge und Durchfiihrung geringgradig voneinander, jedoch
zeigten sich bei keinem der Schnelltestgerate deutliche Vorteile gegenlber einem der
anderen Beiden.

Alle drei getesteten Schnelltestgerate konnten die cCRP-Konzentration in den verschiedenen
Serumproben messen, jedoch zeigten sich Unterschiede hinsichtlich Reliabilitat,
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systematischem sowie dem totalen Fehler. Die Reliabilitat, auch Inter-Assay Varianz genannt
(CV), war bei den EUROLyser und LifeAssays Geraten gut resp. innerhalb der zulassigen
Grenzwerte nach Jensen und Kjelgaard-Hansen (2006). Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die Ergebnisse der Messgerate zuverlassig reproduzierbar sind. Das
TECOmedical Gerat erreichte diesen Grenzwert jedoch nicht. Der Bias war dagegen bei
allen Testgeraten deutlich oberhalb des zuldssigen Maximalwertes von 9,5 %. Der dritte,
entscheidende Parameter zur Beurteilung neuer Messmethoden ist der totale Fehler. Der
Grenzwert des TEpes wurde vom EUROLyser knapp unterschritten, das LifeAssays Geréat lag
knapp darlUber. Das Schnelltestgerat von TECOmedical lag deutlich Uber dem zulassigen
Maximalwert.

Der Gehalt an cCRP zeigte keine statistisch signifikante Anderung bei der Lagerung tiber
24 Stunden. Auch konnte kein Unterschied zwischen der Lagerung bei Raumtemperatur und
bei 4°C festgestellt werden. Da jedoch nur sechs verschiedene Serumproben fir die
Messungen herangezogen wurden, erlaubt dies keine ausreichend zuverlassige Empfehlung
fur die Lagerung von Proben. Serumproben, die fir einen langen Zeitraum aufbewahrt
werden sollen, sollten bei mindestens -10°C (Riley und Zontine 1972) oder -20°C (Dillman
und Coles 1966) gelagert werden.

Bezuglich der Genauigkeit der Messgerate zeigten sich hier z.T. deutliche Unterschiede
zwischen den Schnelltestgeraten. Von den in dieser Studie untersuchten Schnelltestgeraten
zeigte das LifeAssays Testgerat die beste Korrelation mit dem als Referenzmethode
ausgewahlten ELISA. Nach Flatland et al. (2010) ist bei Daten mit einem engen Messbereich
ein Korrelationskoeffizient > 0,975 und bei Daten mit einem weiten Messbereich ein
Korrelationskoeffizient > 0,99 notwendig, um die lineare Regression und daraus folgend den
systematischen Fehler zu ermitteln. Da es sich bei dem Messbereich der drei
Schnelltestgerate eher um einen weiten Messbereich (< 10 mg/l bis > 200 mg/l) handelt,
ware ein Korrelationskoeffizient > 0,99 fur eine sichere Aussage uber die Fehlertendenz
erforderlich. Dies trifft bei keinem der Gerate zu, daher wurde ein alternatives
Regressionsmodell verwendet und die Deming Regression mit dem Achsenschnittpunkt und
der Steigung ermittelt. Auch dabei zeigten sich keine deutlich veranderten Korrelationswerte.
Zwar waren die Ergebnisse zum Achsenschnittpunkt und damit zum konstanten Fehler bei
allen Testgeraten signifikant, jedoch die Steigung nur bei dem LifeAssays Testgerat. Daher
mussen weitere Daten gesammelt oder Messreplikate angefertigt werden, um eine genauere
Aussage beziglich des Messfehlers der Gerate zu treffen.

In den ASVCP Vorgaben zur Qualitatsanforderungen bei der Messung biochemischer
Parameter ist als Alternative zum TEpes der minimal erlaubter Fehler (TEy;,) angegeben, der
durch eine einer etwas anderen Berechnung ermittelt wird (Anhang 1V). Dieser TEy;, hat
einen Grenzwert von 44,4%. Bei Annahme dieses Fehlers lagen zumindest zwei der drei
Testgerate innerhalb des zulassigen totalen Fehlerbereiches.

In den Bland-Altman Diagrammen stellte sich die Differenz zwischen den Messwerten der
Schnelltestgerate und dem ELISA deutlicher dar. Sowohl das Gerat von TECOmedical als
auch der LifeAssays Schnelltest zeigten im direkten Vergleich mit dem ELISA eine Tendenz
fir einen systematischen Messfehler. Bei einer guten Ubereinstimmung zweier Methoden
sind die Werte etwa um die Mittellinie (= Mittelwert der Differenzen) verteilt, wobei sich etwa
die Halfte der Werte oberhalb und die andere Halfte unterhalb dieser Linie befinden (Flatland
et al. 2010). Dies ist bei beiden Geraten nicht zutreffend. Dabei unterscheiden sich die
Messfehler jedoch sichtbar voneinander: Fir das TECOmedical Schnelltestgerat zeigt sich
eine negative Steigung, was darauf schlieRen lasst, dass der Test tendenziell héhere cCRP-
Werte misst. Im LifeAssays Messgerat verhalt es sich reziprok: Hier zeigt sich eine positive
Steigung als Tendenz fur niedrigere Werte im Vergleich mit dem ELISA. Bei allen
Schnelltestgerdten gab es im Vergleich mit dem ELISA einige Werte, die aulerhalb der
Ubereinstimmungsgrenzen lagen. Der EUROLyser wies trotz einiger Abweichungen und
Streuungen insgesamt die geringste Differenz zwischen den einzelnen Werten, den kleinsten
Bereich zwischen den Ubereinstimmungsgrenzen und daher die geringste Tendenz fiir einen
systematischen Messfehler auf. Im LifeAssays und EUROLyser gemessene Werte lagen
ausschlieBlich (iber der oberen Ubereinstimmungsgrenze. Werte, die mittels TECOmedical
Testgerat ermittelt wurden, lagen sowohl ober- als auch unterhalb der
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Ubereinstimmungsgrenzen. Dieses Gerat (TECOmedical) wies auch die breiteste Streuung
der Werte auf, die mit steigender cCRP-Konzentration zunahm. Die scheinbaren,
systematischen Messfehler waren in keinem der Testgerate signifikant.

Mit dem EUROLyser Messgerat konnten bei einigen Proben trotz erhéhter cCRP-Gehalte
diese Erhéhung nicht abgebildet werden und die cCRP-Konzentration wurde als < 10 mg/l
angegeben. Auch bei mehrfacher Messung derselben Probe, vergleichbar mit den
Messungen zur Berechnung der Inter-Assay Varianz, wurde immer eine Konzentration
< 10 mg/l gemessen. Dies anderte sich nur in einer Probe nach Verdinnung. Daher erschien
der zunachst vermutete Hook-Effekt als Ausloser fur die falsch-niedrigen Messungen
unwahrscheinlich. Offensichtliche Storfaktoren wie Probenbeschaffenheit, verabreichte
Medikamente oder unterschiedliche Behandlung der Proben resp. des Testmaterials wurden
retrospektiv verglichen und als Ursache ausgeschlossen. Mdglicherweise sind andere
Storfaktoren vorhanden, die in dieser Studie nicht ermittelt werden konnten.

Fur die statistische Auswertung waren die unterschiedlichen unteren Messgrenzwerte von
5mg/l im TECOmedical und 10mg/l im EUROLyser und LifeAssays Testsystem
problematisch. Im Vorfeld der Auswertung wurden mdgliche Alternativen (Ausschluss der
Werte aulerhalb des Referenzbereiches, Mittelung der ELISA- Werte aullerhalb des
Referenzbereiches) diskutiert, die Anpassung der ELISA Werte erwies sich jedoch fir die
statistische Auswertung als am besten geeignet. Eine weitere Schwachstelle der Studie war,
dass das Probenmaterial fir die Messung im ELISA zunachst eingefroren und bei -30 °C flr
max. zwei Monate gelagert wurde. Laut Literatur ist das cCRP-Protein allerdings innerhalb
dieses Zeitraums stabil (Riley und Zontine 1972; Dillman und Coles 1966). Mdgliche
Unterschiede, die sich durch die Messung von frischem Serum im Schnelltest und
aufgetautem Serum im ELISA ergeben haben, sind jedoch nicht auszuschlieRen (Einfrier-
Auftau-Effekte).

Das Fazit der durchgefiihrten Studie ist, dass alle Schnelltestgerate grundsatzlich fur die
Messung der cCRP-Konzentration verwendet werden kénnen. Um einen exakten Wert der
cCRP-Konzentration zu erhalten, sollten die Proben jedoch immer mittels ELISA Uberpruft
werden. In der durchgefihrten Studie zeigten alle klinisch gesunden Hunde cCRP-
Konzentrationen von maximal 4,7 mg/l und lagen damit in dem in der Literatur
beschriebenen Rahmen. Die unteren Messgrenzen der in dieser Studie getesteten
Schnelltestgerate lagen bei 5mg/l bzw. 10 mg/l. Somit liegt mdglicherweise der
Referenzbereich flir gesunde Hunde generell unterhalb des moglichen messbaren
Grenzbereichs dieser Schnelltestgerate.

Daruber hinaus sollten, um die Vergleichbarkeit von Werten zu gewahrleisten und im
Hinblick auf die scheinbaren systematischen Messfehler der einzelnen Gerate, in jedem Fall
Messungen immer mit demselben Gerat erfolgen. Nur Werte, welche mit demselben
Messgerat gemessen wurden, sind direkt miteinander vergleichbar. Dies bezieht sich
insbesondere auf Reihenmessungen eines Einzeltieres, zum Beispiel im Rahmen von
Therapie- und Verlaufskontrollen. Aber auch fiur die Festlegung eines internen
Referenzbereichs in der jeweiligen Institution, die ein solches Schnelltestgerat nutzt, ist dies
sinnvoll.

Das CRP erméglicht die Uberwachung von Patienten unter der Therapie. Dabei ist es
spezifischer als die traditionellen Entzundungsindikatoren (Fieber, Anstieg der Gesamt-
Leukozytenzahl), die auch durch Stress oder eine Glukokortikoid-basierte Therapie direkt
beeinflusst werden (Martinez-Subiela et al. 2004). Daher kann die Messung des Parameters
cCRP einen wichtigen Einfluss auf die Versorgung des Patienten in verschiedenen klinischen
Situationen haben, in denen eine Entscheidung Uber das Vorhandensein einer subklinischen
Entziindung oder einer nicht-entziindlichen Ursache (Ceron et al. 2005) resp. Uber die
Anderung der bisherigen Therapie getroffen werden muss. Dies ist insbesondere fiir Tiere
mit immun-mediierten, entziindlichen Erkrankungen relevant, da diese haufig unter
dauerhaften oder Langzeit-Therapien mit Immunsupressiva wie Glukokortikoiden oder
Ciclosporin stehen.

Bei der Messung von cCRP-Konzentrationen desselben Tieres zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Erkrankung zeigte sich bei den in dieser Studie untersuchten Tieren ein
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deutlich sichtbarer Abfall innerhalb von 14 Tagen unter Therapie. Dieser Verlauf war nicht
nur bei der Messung des cCRP-Gehaltes im ELISA, sondern auch mit dem TECOmedical
Schnelltestgerat erfassbar. Zwar unterschieden sich die Einzelwerte zwischen ELISA und
dem Schnelltestgerat in ihrer ermittelten absoluten cCRP-Konzentration, eine positive
Antwort auf den Therapiebeginn war jedoch mit beiden Methoden erfassbar. Auch die
Durchfiihrung eines Langzeitmonitorings war mit dem Schnelltestgerat grundsatzlich
maoglich. Eine Veranderung der cCRP-Konzentration und besonders ein Wiederanstieg des
Serum-cCRP-Gehaltes nach einem langeren Zeitraum unter Therapie konnte mit dem in
dieser Studie verwendeten Schnelltestgerat von TECOmedical eindeutig gemessen werden.
Um im klinischen Alltag die Krankheitsentwicklung abzuschatzen, kann die cCRP-Messung
bei Patienten unter Langzeittherapie mit einem Schnelltestgerat daher sinnvoll sein. Fur
genaue Einzelwerte jedoch sollte die cCRP-Konzentration der entsprechenden Probe immer
mit einem ELISA bestimmt werden.

Eine Limitation der durchgeflihrten Verlaufskontrollen war, dass zwar die Gruppengrofien
von Tiergruppe 1 (14 Tage) und Tiergruppe 2 (150 Tage) gleich waren, jedoch die Einzeltiere
der beiden Gruppen nur teilweise dieselben waren. Aufgrund der heterogenen
Krankheitsbilder und bei einigen Patienten auch schwerwiegenden Erkrankungen war es
nicht moglich, alle Tiere weiter zu beproben. Die Griunde hierfir waren entweder eine
Besserung des Gesundheitszustandes, wodurch weitere Kontrolluntersuchungen nicht mehr
notwendig waren oder eine Verschlechterung des klinischen Zustandes der Tiere, weshalb
sie euthanasiert werden mussten. Auch erfolgte bei einigen der zunachst stationar
behandelten Hunde die weitere Behandlung beim zustandigen Haustierarzt. AuRerdem
wurden die Proben nicht zu standardisierten Zeitpunkten entnommen. Da fir die
durchgefiihrte Studie nur Blutproben verwendet wurden, die zu diagnostischen Zwecken
entnommen wurden, waren die Entnahmezeitpunkte abhangig vom Behandlungsstatus des
Einzeltieres und zum Teil nicht so einheitlich wie gewunscht.

Trotz der Limitationen zeigen die Verlaufskontrollen von beiden untersuchten Tiergruppen,
dass ein erstes Monitoring auch mittels Schnelltestgeraten maoglich ist. Durch das Monitoring
konnte ein frihzeitiges Erkennen von Entzindungsreaktionen auch ohne klinische
Anzeichen, wie bereits in der Humanmedizin flr kardiovaskulare Erkrankungen praktiziert
(Wilson et al. 2006), moglich werden. AulRerdem erleichtert es das rechtzeitige Erkennen von
rezidivierenden  Entzindungsprozessen, wodurch ein schnelles, zielgerichtetes
therapeutisches Eingreifen méglich wird (Kjelgaard-Hansen et al. 2006; Lowrie et al. 2009a).
Allerdings korreliert das Protein als Einzelparameter nicht mit dem Behandlungsausgang und
muss daher immer im Zusammenhang mit anderen klinischen Parametern betrachtet werden
(Gebhardt et al. 2009; Griebsch et al. 2009). Die regelmafige Messung des Proteins in Form
von Verlaufskontrollen kann daher zum Monitoring bestimmter Erkrankungen beitragen und
dabei eine verlassliche Aussage Uber einen Therapieerfolg erleichtern.

4.2 Charakterisierung des nativen cCRP-Proteins und der mRNA

Um die im vorigen Abschnitt angesprochenen, diagnostischen Verfahren anbieten zu
kénnen, ist es notwendig, Uber detaillierte Struktur-Kenntnisse des entsprechenden Proteins
zu verfigen. In der durchgeflihrten Studie zur Charakterisierung des CRP-Proteins des
Hundes konnte bereits bekanntes Wissen bestatigt und darauf aufbauend neue Erkenntnisse
gewonnen werden.

Bisher sind sowohl zu der mRNA-Sequenz als auch zu der Proteinsequenz des cCRP nur
Daten aus in silico Studien (abgeleitet aus dem Hunde-Genom) bekannt. Die mRNA-
Sequenz, die in dieser Studie erstmalig aus der Lebergewebsprobe eines Einzeltieres
gewonnen wurde, stimmte in 668 bp von 669 bp mit der bisher angenommenen Sequenz
(NCBI, Acc. Nr. XM_545746) Uberein. Bei einer Base konnte nicht sicher zwischen Guanin
und Thymin differenziert werden. Hierbei kann es sich jedoch um eine Punktmutation in der
Gensequenz dieses individuellen Tieres handeln. Die in dieser Studie durchgefihrte,
erstmalige Isolierung der mMRNA und Sequenzierung der cDNA des cCRP zeigt, dass die von
NCBI veroffentlichte deduzierte Sequenz die korrekte mMRNA-Sequenz darstellt.
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Die Identifikation der Proteinsequenz mittels massenspektrometrischer Analysen und
N-terminaler Sequenzierung erfolgte mit mehr als 60% Sequenzabdeckung. Trotz der nicht
vollstdndigen Bestatigung der cCRP-AS-Sequenz kann davon ausgegangen werden, dass
die bisher angenommene, durch in silico Untersuchungen aus der Gensequenz abgeleitete
AS-Sequenz (NCBI, Acc. Nr. XP_545746) korrekt ist. Lediglich der Beginn der Sequenz
konnte durch N-terminale Sequenzierung als abweichend von der abgeleiteten, langeren AS-
Sequenz gezeigt werden. Da zunachst nicht sicher war, ob es sich bei den unterschiedlichen
Molekulargewichten im Coomassie-Blau gefarbten Proteingel resp. Western Blot lediglich um
eine Unterscheidung aufgrund einer Glykosylierung oder einer moglichen N-terminalen
Trunkierung handelt, wurden beide Proteinbanden einzeln untersucht. Bei der Analyse von
gereinigtem cCRP-Protein aus dem Serum konnte nachgewiesen werden, dass die ersten
19 AS im nativen cCRP nicht vorhanden sind, obwohl diese in der mRNA codiert sind. Die
N-terminale Sequenz des Serum-cCRP lautet QIDLDE und daraus ergibt sich eine
Gesamtlange des cCRP-Proteins von 204 AS, im Gegensatz zur deduzierten AS-Sequenz
(NCBI) mit 223 AS. Dies lasst auf eine posttranslationale Modifikation des Proteins
schliefen. Moglicherweise wird Uber diese Modifikation die Freisetzung des Proteins
aufgrund eines Entziindungsreizes gesteuert. Diesbezlglich kénnten die zwei
Carboxylesterasen, die von Macintyre et al. (1994) in humanen Hepatozyten beschrieben
wurden, eine Rolle bei der Regulation der Freisetzung spielen.

Die Isolierung von cCRP aus Serum von euthanasierten Hunden stellte eine gute Moglichkeit
dar, um fur die Charakterisierung nutzbares Protein zu erhalten. Auch wenn die Geffiltration
nur eine geringe zusatzliche Reinigung des zuvor mittels Affinitdtschromatographie
gewonnenen cCRPs bewirkte, konnte mit dieser Methode gezeigt werden, dass natives
cCRP als Pentamer im nativen Zustand ein Molekulargewicht von 110 kDa hat. Zur
Untersuchung des cCRP-Proteins wurden im Weiteren Methoden verwendet, in denen das
Protein im denaturierten Zustand als Monomer (22 kDa mit 204 AS) vorlag.

Der in dieser Studie getestete anti-cCRP-AK detektierte in den meisten untersuchten Seren
von Einzeltieren eine Proteindoppelbande mit Molekilgréen von 22 kDa und 24 kDa. Dabei
handelt es sich voraussichtlich um die einzelnen Untereinheiten des Proteins, von denen der
Teil mit dem grélReren Molekulargewicht glykosyliert vorliegt (24 kDa). In denjenigen Proben,
in denen keine cCRP-Proteinbanden im Western Blot nachgewiesen werden konnten, lag
vermutlich keine ausreichend hohe, detektierbare cCRP-Konzentration vor. Dies war
hauptsachlich bei Tieren mit nicht-entziindlichen Erkrankungen der Fall, obwohl auch bei
dem Tier mit Magendrehung nur eine sehr schwache Proteinbande sichtbar war. Diese
schwache cCRP-Proteinbande trotz des zugrundeliegenden inflammatorischen Prozesses ist
durch eine intensive Infusionstherapie dieses Tieres erklarbar, da die Serumprobe erst nach
einer bereits vorangegangenen Behandlung und post mortem entnommen wurde. Fir die
diagnostische Aussagekraft sollte in Erwagung gezogen werden, dass auch der Einfluss
(Verdinnung) durch Therapien zu beachten ist. AulRerdem wurde eine 22 kDa grofRRe
Proteinbande bei einem Hund mit CNI nachgewiesen. Diese Erkrankung hat verschiedene
entziindliche sowie nicht-entziindliche Grundursachen. Mdglicherweise kann die
Bestimmung der cCRP-Serumkonzentration zur Differenzierung zwischen einer
rezidivierend-aktiven, chronischen Entziindung und einer nicht inflammatorischen Ursache
beitagen, da der APP-Spiegel bei chronischen Erkrankungen nur erhdht ist, wenn ein
anhaltender Entziindungsprozess vorliegt (Ceron et al. 2005). Allerdings beschreiben
verschiedene Studien auch, dass eine verminderte Nierenfunktion zur verminderten
Ausscheidung von cCRP zum einen und proinflammatorischen Zytokinen zum anderen flhrt.
Beide kdnnen dadurch zu einer erhdhten Serum-cCRP-Konzentration fuhren (Raila et al.
2011).

Die Glykosylierung, die bereits von Caspi et al. (1984) gefunden wurde, konnte bei der
Untersuchung des gereinigten cCRP-Proteins fir die hdher-molekulare Bande (24 kDa)
bestatigt werden. Diese Glykosylierung der Untereinheiten des cCRP wurde in weiteren
Analysen mittels unspezifischer Glykoproteinfarbung und in Kenntnis der Erkrankung der
Hunde untersucht.

Bei elektrophoretisch getrennten Einzelseren war der Nachweis einer cCRP-Glykosylierung
nicht mdglich, daher kann postuliert werden, dass in der untersuchten Probe mdglicherweise
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keine ausreichenden Mengen an glykosylietem cCRP-Protein vorhanden waren. Da jedoch
bei der unspezifischen Glykosylierungsfarbung auch bei gereinigten Serum-cCRP Proben
nur ein schwacher Nachweis trotz vorhandener Proteindoppelbande mdéglich war, wurde auf
die weitere Analyse von Einzelseren verzichtet. Die Detektionsgrenze der unspezifischen
Glykosylierungsfarbung fur die direkte Untersuchung in Einzelseren ist scheinbar zu gering,
um eine Glykosylierung nachweisen zu kénnen. In den gereinigten Serum-cCRP Proben
konnte auch in der zweidimensionalen elektrophoretischen Analyse die héhermolekularen
Proteinspots als glykosyliert identifiziert werden. Bei der Untersuchung mittels spezifischer
Lektinbindung fiel aulRerdem ein zusatzlicher Proteinspot mit pl-Verschiebung zum
basischen Bereich auf, der in keinem der anderen Untersuchungen sichtbar war. Dies ist
vermutlich darauf zurlckzuflihren, dass in diesem Versuch eine andere Reinigungsfraktion
verwendet werden musste und dadurch unterschiedliche Zuckerreste zusatzliche den pl-
beeinflusst haben.

Weitere Untersuchungen fihrten zu dem Ergebnis einer N-glykosidischen Bindung von
terminaler Sialinsdure gekoppelten Gal- oder GalNAc-Molekilen (2,6-Bindung). Dieses
Kohlenhydratmuster wurde auch bereits bei Studien mit hCRP gefunden (Das et al. 2003).
Die terminale Kopplung der Kohlehydratkette mit Sialinsaure ist gleichzeitig eine Erklarung
fur die Verschiebung des 24 kDa-Proteinteils zum saureren pH Bereich. Die molekulare in
silico Analyse mdglicher Stellen fur die Glykosylierung in Kombination mit der ermittelten
cCRP-AS-Sequenz ergab, dass die Asparagine N17 und N181 am wahrscheinlichsten die
Modifikationsstellen sind.

Die Ergebnisse einer humanmedizinischen Studie (Das et al. 2003) haben dartber hinaus
ergeben, dass das Monosaccharid-Muster der Kohlenhydratkette bei Patienten mit
unterschiedlichen Erkrankungen individuell variiert. Solche variablen Glykosylierungsmuster
sind auch bereits fur das canine Haptoglobin bei Hunden mit verschiedenen
Lebererkrankungen beschrieben (Andersson et al. 1998). Es ist daher denkbar, dass
unterschiedliche Glykosylierungsmuster auch bei dem caninen CRP-Protein in Abhangigkeit
von der Erkrankung auftreten. Um detailliertere Kenntnis dartiber zu erhalten, ob auch beim
Hund spezifische Glykosylierungsmuster mit verschiedenen Erkrankungen korrelieren, so
wie es beim hCRP und caninem Haptoglobin bereits bekannt ist, misste gereinigtes Serum-
cCRP von mehreren Einzeltieren pro verschiedenen Erkrankungen gewonnen werden.
Inwiefern verdnderte Kohlenhydratmuster durch die Entziindungsnoxe beeinflusst werden
resp. den Verlauf der Entziindungsreaktion beeinflussen, ist bisher nicht bekannt. Auch ob
diese variablen Glykosylierungsmuster fir diagnostische Zwecke verwendbar sind, muss
durch weitere Untersuchungen geklart werden. Um solche Projekte zu ermdglichen, missten
in vitro-Systeme etabliert werden, die aufgrund verschiedener Stimuli glykosylierte cCRP-
Proteine produzieren. Dazu kdnnte die rekombinante Produktion von cCRP beispielsweise in
Saugerzellen erfolgen. Erste Schritte, dieses rekombinante cCRP-Protein zu gewinnen,
wurden in dieser Arbeit vorgestellt.

Bei der Analyse von Proben des rekombinanten Proteins aus bakteriellen resp. zellfreien
Expressionssystemen fiel zunachst auf, dass sich die nachgewiesenen Proteine in
Doppelbanden von 20 kDa und 24 kDa darstellten. Bakterielle Hostsysteme sind jedoch nicht
in der Lage posttranslationale Modifikationen in Form von Glykosylierungen vorzunehmen.
Daher kann bei der Produktion in bakteriellen Expressionssystemen nur der Nachweis einer
Einzelbande erwartet werden. Als cCRP-Proteinbande ist die obere der beiden Banden
wahrscheinlicher, da an der kinstlichen cCRP-Gensequenz zusatzlich Codons fir sechs
Histidine (HisTag) addiert wurden, wodurch sich das Molekulargewicht erhéht. Worum es
sich bei der kleineren, etwa 20 kDa gro3en Proteinbande handelt, ist zunachst unklar.
Moglicherweise ist dies immunreaktives bakterielles Protein, das sowohl im bakterienhaltigen
als auch im zellfreien Expressionssystem vorhanden ist resp. produziert wird. Beim Vergleich
des Lysates von cCRP-genhaltigen E. coli BL21(DE3)pLysS mit der Negativkontrolle wurden
in beiden Proben Proteinbanden auf derselben Héhe (20 kDa) gefunden. Demnach wurden
auch Proteinbanden in denjenigen Expressionssystemen detektiert, die kein cCRP-
genhaltiges Vektorplasmid enthielten. Das gleiche Ergebnis wurde bei dem Vergleich von
zellfreien Expressionssystem mit cCRP-genhaltigen und reinem Vektorplasmid erzielt. Daher
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liegt die Vermutung nahe, dass der anti-cCRP-AK aulRer dem nativen cCRP noch weitere,
bakterielle Strukturen erkennt. Dies ist insbesondere deshalb mdglich, da es sich bei dem
genutzten anti-cCRP-AK um einen polyklonalen Antikérper handelt. Inwiefern die Antikorper-
Detektion auch anderer Strukturen als der des cCRPs einen Einfluss auf die Verwendbarkeit
in kommerziellen Testsystemen, insbesondere Schnelltestsystemen hat, sollte aufgrund
dieses Befundes kritisch Uberprift werden.

Abgesehen von der Detektion zusatzlicher immunreaktiver Strukturen konnte die Produktion
von rekombinantem cCRP und seine Isolation aus den bakteriellen sowie zellfreien
Expressionssystemen nicht abschlieRend durchgeflhrt werden. Bei der Reinigung zeigte
sich eine unzureichende Ld&slichkeit des Proteins aus den bakteriellen Strukturen. Dies ist
moglicherweise darin begrindet, dass die Hauptfunktion des Serum-cCRP die Opsonierung
bakterieller Strukturen (durch Bindung von PCh) ist, wodurch ihre Aufnahme durch
phagozytierende Zellen erleichtert wird. Jedoch ist diese Bindung der PCh-Bestandteile nur
calciumabhangig mdglich. Da dem Lysispuffer kein Calcium beigefligt war und auch nach
Zugabe von EDTA in den Lysis- sowie Elutionspuffer keine verbesserten Ergebnisse erzielt
wurden, sind moglicherweise noch andere Faktoren ursachlich (z.B. geringe Ld&slichkeit
rekombinanter Proteine in Form von ,inclusion bodies®). Welche Faktoren hier eine Rolle
spielen, muss in weiteren Experimenten geklart werden.

4.3 Immunreaktives CRP in verschiedenen Tierarten

Die Untersuchung von verschiedenen Tierarten zeigte positive immunreaktive cCRP-
Nachweise fiir alle Vertreter der Uberfamilie der Caniformia. Bei Western Blot Analysen
zeigten sich sowohl bei den beiden untersuchten Hunden, als auch in den Serumproben des
Ursus arctos, Procyon lotor und Martes foina unterschiedlich stark ausgepragte
Doppelbanden. In der Probe der Phoca vitulina war eine eindeutige Differenzierung der
detektierten Struktur aufgrund eines stark ausgepragten Chemilumineszenzsignals in Einzel-
oder Doppelbande nicht méglich. Basierend auf dem Nachweis von Proteinbanden mittels
anti-cCRP-AK ist es denkbar, dass die CRP-Proteinstruktur der Caniformia eng miteinander
verwandt ist. Aullerdem kann aufgrund der Doppelbanden im Western Blot vermutet werden,
dass auch das CRP anderer in dieser Studie untersuchter Caniformia-Spezies glykosyliert
ist. Zur Beantwortung dieser Fragestellungen ware einerseits die Entnahme einer
Leberprobe und Untersuchung der mRNA und andererseits die Reinigung und
Sequenzierung von Serum-CRP der verschiedenen Spezies notwendig. Da die postmortale
Gewinnung geringer Mengen einer Leberprobe zur Untersuchung dabei weniger
Herausforderungen als die Gewinnung einer ausreichenden Serummenge zur Reinigung von
nativem Serum-CRP der Wildtierspezies darstellt, ware die cDNA-Analyse hierflr die
Methode der Wahl.

Im Gegensatz zu den untersuchten Caniformia Spezies gelang in keiner der untersuchten
anderen domestizierten Tierarten der Nachweis von immunreaktivem CRP mittels des
verwendeten anti-cCRP-AK. Dies lasst sich zum einen durch die geringere Bedeutung
dieses APP bei anderen Tierarten erklaren und deutet darauf hin, dass eine
Speziesspezifitat seitens des Antikdrpers besteht.

Eine Limitation dieser Studie war das sehr heterogene Material und die geringe Probenzahl
(n=1) pro Spezies. Sowohl die Probenqualitat, als auch die Probengewinnung unterschieden
sich voneinander. Auch hatten nicht alle Tiere eine Entzindung oder die zugrundeliegende
Erkrankung war nicht bekannt, weshalb die Aussagekraft bezuglich variierender
Proteinbandenmuster eingeschrankt ist. Somit war auch eine Untersuchung in der 2D-
Gelelektrophorese aufgrund von zu geringen Serummengen nicht mdglich. Zusatzlich zu
dem bisher untersuchten Material ware es wiinschenswert, auch Analysen von Serumproben
einheimischer Caniformia, wie Canis lupus oder Vulpes vulpes als Vertreter der Flchse,
durchzufihren. Dies war durch einen Mangel an Probenmaterial nicht méglich. Aufgrund der
generierten Ergebnisse in den Proben der anderen Tierarten dieser Uberfamilie ist es jedoch
wahrscheinlich, dass auch das Fuchs- resp. Wolfs- CRP durch den anti-cCRP-AK erkannt
werden kann.
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Aufgrund der in diesem Teil der Studie generierten Ergebnisse ist die Ubertragung der
Anwendung der im ersten Teil der Arbeit validierten hundespezifischen Diagnostikmethoden,
welche mit dem in der Studie verwendeten AK (TECOmedical) arbeiten, auf Caniformia-
Arten denkbar.

4.4 Ausblick

Die in dieser Studie generierten zusatzlichen Informationen Uber das cCRP-Protein
ermoglichen sowohl die Nutzung des Wissens fur diagnostische Optionen als auch die
Etablierung neuer Forschungsfelder. Eine schnelle, sichere und gleichzeitig kostengunstige
Diagnostik ist in der heutigen Zeit auch in der Veterindrmedizin nicht mehr wegzudenken.
Dabei steht in der Kleintiermedizin, anders als bei der Uberwachung von Nutztieren, der
einzelne Patient im Mittelpunkt, weshalb hier Patienten-orientierte Diagnostik besonders
wichtig ist. Daher bietet die Entwicklung solcher individualisierten Messmethoden ein
wichtiges Feld fir labordiagnostische Forschungsbereiche. Auch die genauere ldentifizierung
von einzelnen cCRP-Glykosylierungsmustern bei bestimmten Erkrankungsarten/-gruppen ist
in diesem Zusammenhang interessant und kénnte der Entwicklung neuer diagnostischer
Systeme dienen, bei denen beispielsweise nicht nur das Protein selbst, sondern vielmehr
auch seine Proteinmodifikation (z.B. Glykosylierung) bestimmt und fir die Diagnose
verwendet wird. Da bisher noch nicht bekannt ist, welche Faktoren im Einzelnen einen
Einfluss auf die posttranslationalen, insbesondere die glykosidischen Modifikationen haben,
konnte Grundlagenforschung in diesem Bereich moglicherweise neue Erkenntnisse zu den
Ablaufen von Entziindungsvorgangen hervorbringen. In diesem Zusammenhang konnte
auch die Untersuchung anderer APPs hinsichtlich der Glykosylierung von Interesse sein. Da
die Glykosylierung des cCRP darlber hinaus denen des hCRP &ahnelt, ware es aullerdem
denkbar, den Hund als mogliches Tiermodell firr verschiedene humane Erkrankungen zu
nutzen.

Aufgrund der immunologischen Strukturahnlichkeit des CRP von den verschiedenen
Vertretern der Caniformia kommen Fortschritte im diagnostischen Bereich auch verwandten
Wildtieren zugute. Das Anwendungsgebiet der in der Kleintiermedizin verwendeten
diagnostischen Verfahren bietet eine mogliche Basis fir eine effiziente Untersuchung und
Therapie auch von in Gefangenschaft lebenden Wildtieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das cCRP spielt als major Akute-Phase-Protein beim Hund eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und Regulation von Entziindungsprozessen. Die Bildung und Freisetzung durch
Hepatozyten aufgrund eines Interleukin-Stimulus folgt dem Entziindungsreiz innerhalb von
4 Stunden. Dieser schnelle Anstieg bei akuten Entziindungsreaktionen zeichnet CRP als
niitzlichen Biomarker fiir die Uberwachung von Patienten und Therapieerfolgen aus — sowohl
beim Hund wie auch beim Menschen.

Ein Ziel der Arbeit war daher die Evaluierung verschiedener Schnelltestsysteme fir die
Messung des cCRP. Grundvoraussetzung, um gute diagnostische Testverfahren zu
entwickeln, ist eine mdglichst genaue Kenntnis Uber den zu untersuchenden Parameter.
Daher war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, den aktuellen Kenntnisstand Uber die
strukturellen  Eigenschaften des cCRP-Proteins sowie seine  diagnostischen
Einsatzmdglichkeiten zu erweitern.

Da es sich bei dem cCRP-Protein um einen so genannten ,Real-time“-Biomarker handelt, ist
die Messung besonders bei Patienten in akuten Notfallsituationen diagnostisch wertvoll. Um
solch eine Diagnostik durchfuhren zu koénnen, sind entsprechende Schnelltestgerate
notwendig, die fur den klinischen Einsatz gepruft sind. Im ersten Teil der Arbeit wurden daher
drei verschiedene quantitative Schnelltestgerdte (TECO°dogCRP-quant, EUROLyser solo
cCRP, LifeAssays® canine CRP) fiir die Messung der cCRP-Konzentration in Serumproben
von caninen Patienten der Klinik und Poliklinik fir kleine Haustiere der Freien Universitat
Berlin evaluiert. Die Gerate wurden hinsichtlich ihrer Genauigkeit durch statistische
Auswertung mit der Referenzmethode (ELISA) verglichen und dariber hinaus die
Praktikabilitat im klinischen Alltag bewertet. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in
Bezug auf die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (TEtecomedicaa 69%,
TEeuroLyser 28,2%, TELireassays 30,3%), jedoch ist die Verwendung aller drei Schnelltestgerate
im klinischen Alltag mdglich. Auch die Anwendbarkeit fur Verlaufskontrollen ist moglich,
allerdings ist hier zu beachten, dass immer dasselbe Testsystem verwendet werden sollte,
da sich alle Gerate bezlglich Abweichung der absoluten cCRP-Konzentrationswerte
unterscheiden.

Der in einem dieser Schnelltestgerate (TECOmedical) eingesetzte, neu entwickelte anti-
cCRP-Antikérper wurde in biochemischen Analysen hinsichtlich seiner Qualitat untersucht
und auch fir die meisten immunologischen Nachweisverfahren in dieser Arbeit verwendet.
Dabei zeigte sich zum einen seine speziesspezifische Detektion von CRP bei Hundeartigen
und zum anderen eine unspezifische Bindung an ein bisher nicht naher charakterisiertes
bakterielles Protein.

Im zweiten Teil der Studie wurden weitere Details Uber die Struktur des cCRP-Proteins
generiert. Die bisher bekannten Daten aus in silico Studien zur RNA- und
Aminosauresequenz konnten durch die durchgefihrten biochemischen Analysen von
gereinigtem, nativem Serum-cCRP grofitenteils bestatigt und dariber hinaus neue
Struktureigenschaften charakterisiert werden. Es wurde einerseits eine Verklrzung der
primaren Aminosduresequenz von bisher angenommenen 223 auf 204 Aminosauren im
nativen cCRP festgestellt, was mdglicherweise eine Bedeutung bei der Freisetzung des
Proteins aus Hepatozyten spielt. Auflerdem wurden die spezifischen Proteinmodifikationen
beziiglich Glykosylierungen analysiert und eine Ahnlichkeit mit dem humanen CRP-
Glykosylierungsmuster festgestellt.

In einem dritten Teilprojekt wurde aufgrund der immunologischen Ahnlichkeit des cCRPs die
Verwandtschaft mit dem anderer Tierarten untersucht. Hier gelang der Nachweis von
immunreaktivem Protein mittels des anti-cCRP-Antikorpers in Einzeltieren nur aus der
Gruppe der Caniformia. Bei den Ubrigen untersuchten Tierarten der Unterfamilie der Eutheria
war durch den Antikoérper kein CRP detektierbar. Es ware aufgrund immunologischer
Gemeinsamkeiten denkbar, die diagnostischen Moglichkeiten der cCRP-Analyse der
veterinarmedizinischen Praxis zukilnftig auch auf Wildtiere aus der Gruppe der Caniformia
auszuweiten.
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6 SUMMARY
Clinical, biochemical and immunological aspects of the canine C-reactive protein

Canine C-reactive protein is a major acute phase protein in dogs that plays an important role
in initiation and regulation of inflammatory processes. It is produced in hepatocytes after
interleukin stimulus and is released in the circulation where it can be detected in serum within
4 hours after initiation of the inflammatory process. Human medicine routinely uses CRP as a
diagnostic measure and it has potential for the use in veterinary clinical practice as a
biomarker for monitoring health status and response to therapy. Therefore, one objective of
the study was to evaluate three different point-of-care (POC) systems for the measurement
of cCRP. However, to establish its diagnostic possibilities, many details about the parameter
cCRRP still need to be elucidated. Another objective of this study was to increase knowledge
about cCRP, with a focus on structural details and use within the clinical setting.

Measuring of cCRP may be particularly useful for application in emergency medicine, as it
can help determine if the underlying problem is caused by an inflammatory process. In
addition, it may be used in conjunction with other diagnostic measures to help determine how
severe the health condition is. Point-of-care testing devices can be used to provide rapid
measurement of cCCRP, however testing and evaluation of their performance is necessary
due to the current lack of data regarding their applicability in veterinary clinical practice. For
the first part of the study, three different quantitative POC (TECO®dogCRP-quant,
EUROLyser solo cCRP, LifeAssays® canine CRP) systems for measuring the cCRP-
concentration in serum samples of dogs presented to the Small Animal Clinic, Freie
Universitat Berlin were evaluated. All assays were tested for their clinical applicability and
precision was compared to the gold standard (ELISA). Results revealed distinct variations in
their accuracy as well as reproducibility of values (TErecomedicas 69%, TEguroLyser 28,2%,
TELifeassays 30,3%). However, all POC systems provide potential for their clinical usage not
only in one-point measuring but also to monitor patients. For disease-monitoring, it is
important to measure all parameters with the same POC system, because the measured
cCRP-concentration varies between the assays as well as between assay and reference
method.

The anti-cCRP-antibody used in the TECOmedical device was also used in the majority of
immunological analyses performed, to examine its’ quality and specificity. It was found that
CRP could be detected by the antibody in different species from the Caniformia family while
it was not detected in unrelated species but also reacts with some bacterial proteins, which
are not specified yet.

In the second part of the study, further information about the cCRP was determined.
Specifically, in silico data about mRNA and amino acid (aa) sequence of cCRP were
confirmed by biochemical analysis and new structural properties were characterized. The
primary amino acid sequence was found to be shorter in the serum cCRP (204 aa) than the
MRNA codes for cCRP (223 aa). This might have an influence on cCRP release from
hepatocytes as well as protein activation. Furthermore, the specific glycosylated protein
modifications were analyzed and revealed similar structure to human CRP.

The importance of and immunological similarity with CRP in other species was examined in
the third part of the study. CRP-protein could be detected in serum samples of different
Caniformia species by the anti-cCRP-antibody, but failed to be detected in several species of
the Eutheria family. However, the detection of CRP in the serum of dog-related species might
increase the diagnostic possibilities for wild animals from the Caniformia family.
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8 ANHANG
Anhang |I.

Darstellung der Klassifikation der untersuchten Spezies in der Systematik der Eutheria. Die rot umrandeten Spezies stellen jeweils die in dieser Arbeit
untersuchten Tierarten dar:

Unterklasse Ordnung Unterordnung Uberfamilie Familie Gattung Art Unterart

. . . Canis lupus
Canidae H Canis H Canis lupus ’7 familiaris
Ursidae H Ursus }— Ursus arctos

Caniformia Procyonidae H Procyon }— Procyon lotor

Mustelidae H Martes }—— Martes foina
Phocidea H Phoca }— Phoca vitulina

Feliformia H Felidea H Felis H Felis silvestris }— Feli scz/zl\l/zstris
. \ | . Equus
Perissodactyla | ‘ Equidae Equus Equus ferrus caballus
N
— Bos
Ruminantia } { Bovidae H Bos H Bos primigenius }— primigenius

Carnivora

Eutheria

taurus
Artiodactyla

. \ | . Sus scrofa

Suina — | Suidae H Sus ’ Sus scrofa domestica
— Oryctolagus

. Oryctolagus ;

Lagomorpha | | Leproidea H Oryctolagus cuniculus

—[ | cunuculus domestica
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Anhang Il

Ubersicht der Studien (iber die cCRP-Konzentration bei Hunden mit verschiedenen Erkrankungen (bis April 2014)

Erkrankung Titel der Publikation Journal
Immunologische Immun-hamolytische Griebsch et al. C-reactive protein concentration in dogs with primary 2009 Vet Clin Pathol
Erkrankungen Andmie (IHA) immune-mediated hemolytic anemia

Mitchell et al. Serum acute phase protein concentrations in dogs with 2009 J Vet Intern Med
autoimmune hemolytic anemia

Inflammatory bowel Jergens et al. A scoring index for disease activity in canine inflammatory 2003 J Vet Intern Med

disese (IBD) bowel disease

Polyarthritis/ Foster et al. Serum Biomarkers of Clinical and Cytologic Response in 2014 J Vet Intern Med

Dogs with Idiopathic Immune-Mediated Polyarthropathy
Polyarthropathien Kjelgaard-Hansen et al. Use of serum C-reactive protein as an early marker of 2006 Acta Vet Scand
inflammatory activity in canine type Il immune-mediated
polyarthritis: case report
Ohno et al. C-reactive protein concentration in canine idiopathic 2006 J Vet Med Sci
polyarthritis
Infektion Atemwegsinfektionen Viitanen et al. Serum C-reactive protein as a diagnostic biomarker in dogs 2014 J Vet Intern Med
with bacterial respiratory diseases

Babesiose Baric Rafaj et al. Markers of coagulation activation, endothelial stimulation, 2013 J Vet Intern Med

and inflammation in dogs with babesiosis
Ehrlichiose Mylonakis et al. Serum acute phase proteins as clinical phase indicators 2011 J Vet Intern Med
and outcome predictors in naturally occurring canine
monocytic ehrlichiosis

Leptospirose Mastrorilli et al. Clinicopathologic features and outcome predictors of 2007 J Vet Intern Med
Leptospira interrogans Australis serogroup infection in
dogs: a retrospective study of 20 cases (2001-2004)

Parvovirose McClure et al. Evaluation of the use of serum C-reactive protein 2013 J Am Vet Med
concentration to predict outcome in puppies infected with Assoc
canine parvovirus

Pyometra Dabrowski et al. Changes in CRP, SAA and haptoglobin produced in 2007 Theriogenology

response to ovariohysterectomy in healthy bitches and
those with pyometra
Dabrowski et al. Usefulness of C-reactive protein, serum amyloid A 2009 Theriogenology
component, and haptoglobin determinations in bitches with
pyometra for monitoring early post-ovariohysterectomy
complications
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Infektion Pyometra Dabrowski et al. Concentrations of C-reactive protein, serum amyloid A, and 2013 Theriogenology
haptoglobin in uterine arterial and peripheral blood in
bitches with pyometra
Fransson et al. C-reactive protein in the differentiation of pyometra from 2004 J Am Anim Hosp
cystic endometrial hyperplasia/mucometra in dogs Assoc
Jitpean et al. Serum insulin-like growth factor-I, iron, C-reactive protein, 2014 Theriogenology
and serum amyloid A for prediction of outcome in dogs with
pyometra
Karlsson et al. Cytokines as immunological markers for systemic 2012 Repro Domest
inflammation in dogs with pyometra Anim
SIRS/Sepsis Karlsson et al. Increased concentrations of C-reactive protein but not high- 2013 Vet Immunol
mobility group box 1 in dogs with naturally occurring sepsis Immunopathol
Gebhardt et al. Use of C-reactive protein to predict outcome in dogs with 2009 J Vet Emerg Crit
systemic inflammatory response syndrome or sepsis Care
Spirocericose Mukorera et al. Serum C-reactive protein concentration in benign and 2011 J Vet Intern Med
malignant canine spirocercosis
Mylonakis et al. Serum acute phase proteins in dogs with symptomatic 2012 Vet Parasitol
esophageal spirocercosis
Nivy et al. Serum acute phase protein concentrations in dogs with 2014 Vet Parasitol
spirocercosis and their association with esophageal
neoplasia - A prospective cohort study
Systemische Christensen et al. Comparison of serum amyloid A and C-reactive protein as 2014 Can VetJ
Entziindung diagnostic markers of systemic inflammation in dogs
Kouki et al. Periodontal disease as a potential factor for systemic 2013 J Vet Dent
inflammatory response in the dog
Kardiologie Gefalltransplantation Gulkarov et al. Mechanisms of c-reactive protein up-regulation in 2006 Surgery
arterialized vein grafts
Klappenerkrankungen Langhorn et al. Myocardial injury in dogs with snake envenomation and its 2013 J Vet Emerg Crit
relation to systemic inflammation Care
Ljungvall et al. Cardiac troponin | is associated with severity of 2010 J Vet Intern Med
myxomatous mitral valve disease, age, and C-reactive
protein in dogs
Saunders et al. Cardiac troponin | and C-reactive protein concentrations in 2012 J Vet Intern Med
dogs with severe pulmonic stenosis before and after
balloon valvuloplasty
Systemische Cunningham et al. Systemic inflammation and endothelial dysfunction in dogs
Entziindung with congestive heart failure
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Onkologische Histiozytares Sarkom Nikolic Nielsen et al. Monocyte chemotactic protein-1 and other inflammatory 2013 VetJ
Erkrankungen parameters in Bernese Mountain dogs with disseminated
histiocytic sarcoma
Lymphatische Mischke et al. Changes in C-reactive protein and haptoglobin in dogs with 2007 VetJ
Neoplasien lymphatic neoplasia
Lymphom Merlo et al. Serum C-reactive protein concentrations in dogs with 2007 J Am Vet Med
multicentric lymphoma undergoing chemotherapy Assoc
Nielsen et al. Serum C-reactive protein concentration as an indicator of 2007 J Vet Intern Med
remission status in dogs with multicentric lymphoma
Mamma Tumor Planellas et al. Evaluation of serum haptoglobin and C-reactive protein in 2009 Vet Clin Pathol
dogs with mammary tumors
Mastzelltumor / Sarkom  Chase et al. Acute phase protein levels in dogs with mast cell tumours 2012 Vet Rec
and sarcomas
Verschiedenes Tecles et al. Preliminary studies of serum acute-phase protein 2005 J Vet Intern Med
concentrations in hematologic and neoplastic diseases of
the dog.
Neurologische Steroid-responsive Bathen-Noethen et al. Concentrations of acute-phase proteins in dogs with steroid 2008 J Vet Intern Med
Erkrankungen Meningitis responsive meningitis-arteritis
Lowrie et al. The role of acute phase proteins in diagnosis and 2009 VetJ
management of steroid-responsive meningitis arteritis in
dogs
Lowrie et al. Steroid responsive meningitis-arteritis: a prospective study 2009 J Vet Intern Med
of potential disease markers, prednisolone treatment, and
long-term outcome in 20 dogs (2006-2008)
Verschiedenes La Fuente et al. Fibrinolytic activity in cerebrospinal fluid of dogs with 2012 J Vet Intern Med
different neurological disorders
Sonstige Akutes Abdomen Galezowski et al. C-reactive protein as a prognostic indicator in dogs with 2010 J Vet Diagn
acute abdomen syndrome Invest
Hyperadrenokortizismus Caldin et al. Serum acute phase protein concentrations in dogs with 2009 Vet Clin Pathol
hyperadrenocorticism  with  and  without concurrent
inflammatory conditions
Magendrehung Israeli et al. Serum  pepsinogen-A, canine  pancreatic lipase 2012 J Vet Intern Med
immunoreactivity, and C-reactive protein as prognostic
markers in dogs with gastric dilatation-volvulus
Nierenerkrankungen Raila et al. C-reactive protein concentrations in serum of dogs with 2011 J Vet Diagn
naturally occurring renal disease Invest
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Sonstige Oberer Sheahan et al. Acute phase protein concentrations in dogs with nasal 2010 Vet Rec
Respirationstrakt disease
Planellas et al. Evaluation of C-reactive protein, haptoglobin and cardiac 2012 BMC Vet Res
troponin 1 levels in brachycephalic dogs with upper airway
obstructive syndrome
Osteoarthritis Hurter et al. Measurements of C-reactive protein in serum and lactate 2005 VetJ
dehydrogenase in serum and synovial fluid of patients with
osteoarthritis
Peridontitis Buttke et al. C-reactive protein and serum amyloid A in a canine model 2005 J Endod
of chronic apical periodontitis
Porto-systemischer Gow et al. Dogs with congenital porto-systemic shunting (cPSS) and 2012 Metab Brain Dis
Shunt hepatic encephalopathy have higher serum concentrations
of C-reactive protein than asymptomatic dogs with cPSS
Verschiedenes Burton et al. C-reactive protein concentration in dogs with inflammatory 1994 Am J Vet Res
leukograms
Chan et al. Relationship among plasma amino acids, C-reactive 2009 J Vet Intern med
protein, illness severity, and outcome in critically ill dogs
Ishida et al. Plasma high-mobility group box 1 (HMGB1) in dogs with 2011 J Vet Med Sci
various diseases: comparison with C-reactive protein
Nakamura et al. C-reactive protein concentration in dogs with various 2008 J Vet Med Sci
diseases
Yamamoto et al. Changes in serum C-reactive protein levels in dogs with 1993 Vet Res
various disorders and surgical traumas Commun
Whittemore et al. Associations among albuminuria, C-reactive protein 2011 J Vet Intern Med
concentrations, survival predictor index scores, and
survival in 78 critically ill dogs
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Anhang Il

Ubersicht der Publikationen zu verschiedenen automatisierten und Schnelltestgeréten fiir die Messung der cCRP-Konzentration (bis April 2014)

Testsystem Autor Titel der Publikation Jahr Journal
ELISA Eckersall et al. An enzyme-linked immunosorbent assay for canine C-reactive protein 1989 Vet Rec
Fransson et al. Assessment of three automated assays for C-reactive protein determination in dogs 2007 Am J Vet Res
Kjelgaard-Hansen Evaluation of a commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 2003 J Vet Med
et al. for the determination of C-reactive protein in canine serum
Maddens et al. Validation of immunoassays for the candidate renal markers C-reactive protein, 2010 Vet Immunol
immunoglobulin G, thromboxane B2 and retinol binding protein in canine urine Immunopathol
Yamamoto et al. Determination of C-reactive protein in serum and plasma from healthy dogs and dogs 1994 Vet Q
with pneumonia by ELISA and slide reversed passive latex agglutination test
Yamamoto et al. Isolation of canine C-reactive protein and characterization of its properties 1992 Vet Immunol
Immunopathol
Immunflourometrie Martinez-Subiela et Canine C-reactive protein measurements in cerebrospinal fluid by a time-resolved 2011 J Vet Diagn
al. immunofluorimetric assay Invest
Parra et al. Use of a time-resolved immunofluorometric assay for determination of canine C- 2005 Am J VetRes
reactive protein concentrations in whole blood
Jergens et al. Analytical and clinical validation of a time-resolved immunofluorometric assay (TR- 2006 Vet Res
IFMA) for canine C-reactive protein in serum Commun
Immunturbidometrie  Eckersall et al. An immunoturbidimetric assay for canine C-reactive protein 1991 VetRes
Commun
Kjelgaard-Hansen Evaluation of a commercially available human C-reactive protein (CRP) turbidometric 2003 Vet Clin Pathol
et al. immunoassay for determination of canine serum CRP concentration
Kjelgaard-Hansen Internal quality control of a turbidimetric immunoassay for canine serum C-reactive 2004 Vet Clin Pathol
et al. protein based on pooled patient samples
Klenner et al. Evaluation of three automated human immunoturbidimetric assays for the detection of 2010 J Vet Diagn
C-reactive protein in dogs Invest
Latex-Agglutination Fransson et al. Assessment of three automated assays for C-reactive protein determination in dogs 2007 Am J Vet Res
Tagata et al. Quantitative capillary reversed passive latex agglutination test for C-reactive protein 1996 Vet Res
(CRP) in the dog Commun
Yamamoto et al. Determination of C-reactive protein in serum and plasma from healthy dogs and dogs 1994 Vet Q
with pneumonia by ELISA and slide reversed passive latex agglutination test
Radial Conner et al. Acute phase response in the dog following surgical trauma 1988 Res Vet Sci
Immunodiffusion
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Schnelltest McGrotty et al. Evaluation of a rapid assay for canineC-reactive protein 2004 Vet Rec

(qualitativ) Plickert et al. Evaluation of a point-of-care test for canine C-reactive protein 2011 Vet Clin Pathol
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Anhang IV

ASVCP Vorgaben zu statistischen Grenzwerten fir Methoden, die neu etabliert werden sollen (Stand Méarz 2013):

RECOMMENDATIONS FOR ANALYTICAL COEFFICIENT OF VARIATION, BIAS AND TOTAL ERROR BASED ON BIOLOGIC VARIATION OF VARIOUS

BIOCHEMICAL AND HAEMATOLOGICAL ANALYTES IN DOGS

Information from the Literature Traditional Quality Specifications Based on Biologic Variation * Alternative TE Based on | Index of
Biologic Variation ’ Individuality *
(category °)
Analyte Cvg= CVi= Cva | CV v cv Bias | Bias Bias TE TE TE ARt TE AItTE | ARTE
Betwdog® | Withindog® opt* | Des’ Min® | Opt° | Des' Min® | opt® | Des™ | Min' opt’ Des® | Min*
RBC 44 54 28 135 | 270 4.05 087 | 174 261 310 6.20 9.29 223 446 6.68 0.73
(Intermediate)
Hct 5.2 6.4 11 16 3.20 480 103 | 2.06 3.09 367 7.34 1101 | 264 5.28 7.92 0.80
(Intermediate)
Hgb a7 5.9 29 | 148 | 255 4.43 0.94 | 1.89 2.83 338 6.76 10.i4 | 244 4.87 731 0.72
(Intermediate)
WBC 123 121 37 |3.03 |6.05 9.08 216 | 431 6.47 7.16 1429 | 2145 |[5.00 9.98 1498 | 0.97
(Intermediate)
ALT 237 9.7 2 | 243 | 485 7.28 3.20 | 6. 9.60 7.21 1440 | 2161 |[4.01 8.00 12.01 | 2.32 (High)
AST i0s iis 33 285 | 570 8.55 157 354 5.51 6.67 i3.35 2002 | 470 5.41 1411 | 052
(Intermediate)
ALP 342 8.6 17 215 | 430 6.45 441 | 882 13.22 7.96 15.92 2386 3.55 7.10 10.64 | 3.90 (High)
Alb 3.0 24 16 0.60 | 120 1.80 046 | 093 139 145 291 436 0.99 198 297 1.04
(Intermediate)
TP 31 256 11 065 | 130 195 051 101 152 158 316 474 107 215 322 110
(Intermediate)
Creatinine 129 146 29 365 | 7.30 10.95 244 488 731 8.46 16.93 2538 | 6.02 12.05 18.07 0.87
(Intermediate)
Cholesterol | 151 73 3.0 183 | 365 5.48 210 | 419 6.29 512 10.22 | 1533 | 3.02 6.02 9.04 1.91 (High)
Glucose 3.8 9.5 37 |238 |475 7.13 128 | 256 3.84 5.21 1040 | 1560 |3.93 7.84 1176 | 0.37 (Low)
Fructosamine | 4.2 111 28 |278 |555 8.33 148 | 297 445 6.07 1213 | 1820 |[459 9.16 13.75 | 0.37 (low)
Potassium 36 33 01 |083 | 165 248 061 | 1.22 183 2.07 3.94 5.92 137 2.72 4.09 1.09
(Intermediate)
Total T4 17.2 170 40 425 | 850 1275 | 3.02 | 6.05 9.07 10.03 2008 3011 |7.01 1403 | 2104 | 099
(Intermediate)
Ctsh 436 136 8.8 340 | 6.80 1020 | 571 | 1142 17.13 11.32 22.64 3396 |S5.61 1122 16.83 2.69 (High)
Iron 17.2 178 0.7 445 | 890 13.35 3.09 | 6.19 9.28 10.43 20.88 3131 | 734 1469 22.03 0.97
(Intermediate)
Fibrinogen 19.0 171 28 428 | 856 1284 | 320 | 6.39 959 1026 | 2051 | 3078 | 7.06 1412 | 2119 (110
(Intermediate)
CRP 293 243 7.2 6.08 | 12.16 1824 | 476 | 952 14.27 14.79 2958 | 4437 10.03 20.06 30.10 116
(Intermediate)

Anhang
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Anhang

RECOMMENDATIONS FOR ANALYTICAL COEFFICIENT OF VARIATION, BIAS AND TOTAL ERROR BASED ON BIOLOGIC VARIATION OF VARIOUS

BIOCHEMICAL AND HAEMATOLOGICAL ANALYTES IN DOGS

a1-AGP 67.0 9.6 81 240 | 480 7.20 846 | 1692 | 2538 | 1242

24.84

37.26

3.96

7.92

1188

5.33 (High)

Haptoglobin 20.2 17.0 49 425 | 850 1275 |3.30 | 6.60 9.90 1031

20.63

30.94

7.01

14.03

21.04

114
(Intermediate)

CV = coefficient of variation.
CVa = analytical CV
CVi = within dog CV

CVg = between dog CV

Superscript Designations:

A= CV Opt = recommended optimal analytical CV based on CVa<0.25CVi
8 ={V Des =recommer
C = CV min = recommended minimally acceptable analytical CV based on CVa<0.75 CVi

D = Bias opt = recommended optimal Bias based on B <_0.125(CV|2 + (Zng)V2

E = Bias Des = recommended desirable Bias based on B < 0.250 (CVi* + Cvg)*?

F = Bias min = recommended minimally acceptable Bias based on B <_0375(CVT’ + cvg’)"’

G =TE Opt = recommended optimal TE based on TEa <1 65(0.25CVi) + 0.125(CVi’ + cvg')™*
H=TE Des =recommended desirable TE based on TEa <1.65 (0.50CVi) + 0.250 (CVf + Cng)m

I =TE min = recommended minimally acceptable TE based on TEa<1.65 (0.75CVi) + 04375(CV|2 + Cng)“z

J=AIt TE Opt = recommended optimal TE based on TEa <1.65 (CV Opt) - calculation from Qosterhuis, WP, Gross Overestimation of Total Error Based on Biologic Variation, Letter to the

Editor, Clin Chem 57:9 (2011), pp. 1334-1336.
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RECOMMENDATIONS FOR ANALYTICAL COEFFICIENT OF VARIATION, BIAS AND TOTAL ERROR BASED ON BIOLOGIC VARIATION OF VARIOUS
BIOCHEMICAL AND HAEMATOLOGICAL ANALYTES IN DOGS

K = Alt TE Des = recommended desirable TE based on TEa< 1.65 (CV Des) ) - calculation from Oosterhuis, WP, Gross Overestimation of Total Error Based on Biologic Variation, Letter to the
Editor, Clin Chem 57:9 (2011), pp. 1334-1336.

L =Alt TE min = recommended desirable TE based on TEa< 1.65 (CV Min) ) — calculation from Qosterhuis, WP, Gross Overestimation of Total Error Based on Biologic Variation, Letter to the
Editor, Clin Chem 57:9 (2011), pp. 1334-1336.

1=Asgei Lundorff jensen and Mads Kjeigaard-Hansen hiethod comparison in the ciinicai iaboratory . Vet Gi

(a) FraserCG, Petersen PH, Libeer JC, et al Proposals forsetting generally apphcable quality goals solely based onbiology. Am Chin Biochem 1997,34:8-12
(b) Fraser, CG. Chapter 2: Quality S pecificatiors , Biological Variaton: From Principles to Practice. AACC Press. 2001, p.29-66.

() Sciacovelll L Seccluero. S . Zaro. L and Plebarau. M. External Ouality Assessment Schemes: Need for Recogmzed Requuements. Chmica Chimica Acta 309 (2001): 183-199

3 = Calculation formula using CV opt, CV des and CV min from Oosterhuis, WP, Gross Overestimation of Total Error Based on Biologic Variation, Letter to the Editor, Clin Chem 579 (2011):
1334-1336.

4 = Index of individuality (Il) = CVb/ square root of lCVl + CVa ) Interpretation: >1 7 = high index of individuality; reference change value likely to provide better determination of significant
difference in sequential analyses; use of 95% population-based reference interval may hamper diagnostic sensitivity. <0.7 = low index of individuality; use of 95% population-based reference
interval isvalid. Between 0.7 —1.7 =reference change value may be of benefit in determining significant difference in sequential ana!yses

Ao VIR o US| R N, IR I JEEY- S oo o AL e LY. O ST PR 7 AT cd- Do i e
Note: hIE i1 wiu LHHJ.ISC Wlul assays IWVHIG a \4 V a aifferent llUlll uuu plcscnlcu a ilub ﬁUlC -)CC \IU rlasu Dluwgu. vunuﬁun rrum l'"’l(-llll'-\ io rraciice. AACC

5 = categones of II = High (>1.7), intermediate (0.7-1.7), low (<0.7)

Quelle: http://www.asvcp.org/pubs/qas/newQas/PDF/FINAL%20ADDENDUM%20for%20TEa%20Biochem %20guideline.pdf
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Anhang V. Genomisch deduzierte cCRP-cDNA-Sequenz (NCBI Accession No. XM_545746):

5° ATG GAG AAG CTG TGG CCT TGT CTC CTG GTC CTC ATG AAC CTC CCT GGT
GCT TTT CTC CAG ATA GAC CTG GAC GAA AAA GCC TTC GTG TTC CCC AGA GAA
TCA GAG AAT TCC TAC GTG ATC CTG TTT CCT CAG TTG CAG AAG CCG ATG AAG
GCT TTC ACC GTG TGC CTG CAG GTC TAT ACG GAC TTG ACG CGC CCG CAC AGC
CTC TTC TCT TAC GCC ACC AAG TCA CAA AGC AAT GAG ATC CTC CTC TTC AAG
GAG AGG CCC GGC TTG TTC AGC GTATCC GTG GGC GGA TCT GAC GCC TTC ATC
AAT TTT CCT CAG AAG TTC TAC GCG CCT CAG CAC TTC TGC GTC ACC TGG GAG
TCC GTC ACG GGG CTC ACA GAG CTC TGG GTG GAC GGC AAG CCC ATG GTG
AGG GCG AGT CTG AGG AGG GGG TAC ACC GTG GGG TCG GGA GCC AGC ATC
GTC CTC GGG CAG GAG CAG GAC TCG TTC GGT GGG GGC TTT GAT AAG AAC CAG
TCC TTG GTG GGC GAC ATC GAG GAC GTG AAC ATG TGG GAC TTT GTG CTG TCC
CCA AGT CAG ATT CTC ACC CTC TAC ACC ACC AGG GCC TTG AGC CCT AAT GTC
CTG AAC TGG CGG AAC CTG AGA TAT GAA ACC CGA GGT GAAGTG TTC CTC AAG
AAG GAG CTG TGG TCC TGA 3

Anhang VI. An das bakterielle Hostsystem angepasste Gensequenz des cCRPs (Codon-Gebrauch):

5 ATG GAG AAACTG TGG CCC TGT TTACTG GTG TTG ATG AAC TTA CCA GGT GCC
TTT CTC CAA ATT GAC CTG GAT GAA AAG GCA TTC GTC TTT CCG CGG GAA TCG
GAG AAT AGC TAC GTG ATC CTC TTT CCG CAA CTG CAG AAA CCC ATG AAA GCC
TTC ACC GTA TGC CTT CAG GTT TAT ACC GAT TTA ACT CGC CCT CAT AGC CTG
TTT TCC TAT GCG ACC AAA AGC CAG TCT AAC GAG ATT CTG CTG TTC AAA GAA
CGC CCAGGC CTC TTT TCT GTC TCC GTT GGC GGA AGC GAT GCG TTC ATC AAC
TTT CCG CAG AAA TTC TAT GCT CCG CAA CAC TTC TGC GTC ACA TGG GAA TCC
GTT ACT GGG TTA ACC GAA CTG TGG GTG GAT GGC AAA CCG ATG GTA CGT GCA
AGT CTG CGC CGT GGT TAC ACG GTA GGT AGT GGA GCG TCA ATT GTG CTG GGT
CAA GAA CAG GAC TCG TTT GGC GGT GGC TTT GAC AAG AAC CAG AGC CTG GTT
GGC GAT ATT GAG GAT GTG AAC ATG TGG GAC TTT GTC CTT TCA CCT TCG CAG
ATC TTG ACC CTT TAC ACG ACA CGT GCT CTG AGT CCG AAT GTG TTG AAT TGG
CGC AAT CTG CGC TAT GAA ACG CGT GGG GAA GTG TTC CTG AAG AAA GAA CTG
TGG TCT 3

Anhang VII.

Vollstéandige, Codon-angepasste cCRP-Sequenz (GroRRbuchstaben) inklusive sechs Histidin-Codons
(cat) und dem Vektorplasmid pEx-A (mwg eurofins). Die beiden hervorgehobenen und unterstrichenen
Bereiche stellen jeweils die Primer-Bereiche (Reverse-Primer, Forward-Primer) und die
unterstrichenen Bereiche die Schnittbereiche der Restriktionsenzyme (Ncol, Eagl) dar:

5’-ccatggctcatcatcatcatcatcatATGGAGAAACTGTGGCCCTGTTTACTGGTGTTGATGAACT
TACCAGGTGCCTTTCTCCAAATTGACCTGGATGAAAAGGCATTCGTCTTTCCGCGGGAA
TCGGAGAATAGCTACGTGATCCTCTTTCCGCAACTGCAGAAACCCATGAAAGCCTTCAC
CGTATGCCTTCAGGTTTATACCGATTTAACTCGCCCTCATAGCCTGTTTTCCTATGCGAC
CAAAAGCCAGTCTAACGAGATTCTGCTGTTCAAAGAACGCCCAGGCCTCTTTTCTGTCT
CCGTTGGCGGAAGCGATGCGTTCATCAACTTTCCGCAGAAATTCTATGCTCCGCAACAC
TTCTGCGTCACATGGGAATCCGTTACTGGGTTAACCGAACTGTGGGTGGATGGCAAACC
GATGGTACGTGCAAGTCTGCGCCGTGGTTACACGGTAGGTAGTGGAGCGTCAATTGTG
CTGGGTCAAGAACAGGACTCGTTTGGCGGTGGCTTTGACAAGAACCAGAGCCTGGTTG
GCGATATTGAGGATGTGAACATGTGGGACTTTGTCCTTTCACCTTCGCAGATCTTGACC
CTTTACACGACACGTGCTCTGAGTCCGAATGTGTTGAATTGGCGCAATCTGCGCTATGA
AACGCGTGGGGAAGTGTTCCTGAAGAAAGAACTGTGGTCTcecggecgacctgecggecgcaagcttg
gatccgaattcctgtgtgaaattgttatccgctcacaatticcacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagectggggt
gcctaatgagtgagctaactcacattaattgcgttgcgctcactgecccgctticcagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaat
gaatcggccaacgcgcggggagaggceggtttgegtattgggcegctcettcegcettectecgetcactgactcgcetgegeteggtegtic
ggctgcggcgagceggtatcagctcactcaaaggceggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacat
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gtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggcecgcegttgetggcegtttttccataggctccgeccccctgacg
agcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaag
ctccctegtgegctcetectgttccgaccctgecgcttaccggatacctgtececgcectttctcecttcgggaagegtggegctttctcatag

ctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagetgggctgtgtgcacgaacccceccgtticagcccgaccgctg

cgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggatta
gcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatc
tgcgctctgctgaagcecagttaccticggaaaaagagttggtagcetcttgatccggcaaacaaaccaccgcetggtageggtggtttt
tttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatctttictacggggtctgacgctcagtgg

aacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaa
atcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatticg
ttcatccatagttgcctgactccecgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgatacce

gcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtectge

aactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttge
cattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcttcaticagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgat
cccccatgttgtgcaaaaaagcggttagcetccttcggtectcecgategtigtcagaagtaagttggccgceagtgttatcactcatggtt
atggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaa
tagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgccecggegtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcat
cattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgcetgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaa
ctgatcttcagcatcttitactticaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagg
gcgacacggaaatgttgaatactcatactcttccttittcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatattt
gaatgtatitagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattat
catgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgcgcegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacat
gcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagceccgtcagggcegegtcagegggtgtt

ggcgggatgtcqgggqgctgqgcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgggtaccgagctcgegg

ccgcaagce-3°

Anhang Viii

Durch Sequenzierung der cDNA aus einer Leberprobe ermittelte Gensequenz des cCRP (Acc. Nr.
HG003655). Das ,Stopp-Codon* ist am Ende kursiv dargestellt:
ATGGAGAAGCTGTGGCCTTGTCTCCTGGTCCTCATGAACCTCCCTGGTGCTTTTCTCCA

GATAGACCTGGACGAAAAAGCCTTCGTGTTCCCCAGAGAATCAGAGAATTCCTACGTGA
TCCTGTTTCCTCAGTTGCAGAAGCCGATGAAGGCTTTCACCGTGTGCCTGCAGGTCTAT
ACGGACTTGACGCGCCCGCACAGCCTCTTCTCTTACGCCACCAAGTCACAAAGCAATGA
GATCCTCCTCTTCAAGGAGAGGCCCGGCTTGTTCAGCGTATCCGTGGGCGGATCTGAC
GCCTTCATCAATTTTCCTCAGAAGTTCTACGCGCCTCAGCACTTCTGCGTCACCTGGGA
GTCCGTCACGGGGCTCACAGAGCTCTGGGTGGACGGCAAGCCCATGGTGAGGGCGAG
TCTGAGGAGGGGGTACACCGTGGGGTCGGGAGCCAGCATCGTCCTCGGGCAGGATCA
GGACTCGTTCGGTGGGGGCTTTGATAAGAACCAGTCCTTGGTGGGCGACATCGAGGAC
GTGAACATGTGGGACTTTGTGCTGTCCCCAAGTCAGATTCTCACCCTCTACACCACCAG
GGCCTTGAGCCCTAATGTCCTGAACTGGCGGAACCTGAGATATGAAACCCGAGGTGAA
GTGTTCCTCAAGAAGGAGCTGTGGTCCTGA
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Anhang IX. Auflistung der 125 Hunde, welche in die Studie zur Evaluierung der drei Schnelltestgerate
eingeschlossen wurden mit Angaben zu Rasse, Geschlecht, Alter und Erkrankung:

Nr. Rasse Geschlecht | Alter Erkrankung Kategorie
1 | Rottweiler wk 7 Immunhamolytische Anamie Immun-medilerte
Erkrankung
2 | Airedale Terrier mk 10 | Immunhamolytische Anamie Immun-medilerte
Erkrankung
: . . Entzindliche
3 | Mischling wk 3 Fieber unbekannter Genese Erkrankung/Infektion
Bayr. o Entzlndliche
4 Gebirgsschweilthund W 4 Vaskulitis Erkrankung/Infektion
5 | Golden Retriever w 3 Polyarthritis Immun-mediierte
Erkrankung
. . nicht-entziindliche
6 | Cocker Spaniel wk 12 | Hyperadrenocortizismus Dysfunktion
. . Entziindliche
7 | Labrador w 10 | Wundinfektion Erkrankung/Infektion
) , Entziindliche
8 | Mischling mk 7 Magendrehung Erkrankung/Infektion
. . . . nicht-entziindliche
9 |Mischling wk 12 | Diskopathie Dysfunktion
. . - Entziindliche
11 | Podenco Canario - - infektidse Laryngotracheitis Erkrankung/Infektion
. nicht-entziindliche
12 | Boxer m 6 Diskoprolaps Dysfunktion
. nicht-entziindliche
13 | Zwerg-Schnauzer wk 12 | chron. Hepatopathie Dysfunktion
West Highland . . nicht-entziindliche
14 White Terrier mk 11 | allergische Hautreaktion Dysfunktion
15 | Dalmatiner wk 5 Kontrolluntersuchung Gesund
. . . nicht-entziindliche
16 | Mischling wk 3 Enteropathie Dysfunktion
17 | Labrador w 3 Blutspender Gesund
18 | Cocker Spaniel mk 10 | Immunhamolytische Andmie Immun-mediierte
Erkrankung
19 | Samojede m 5 Blutspender Gesund
Rhodesian - Entziindliche
20 Ridgeback W ! akute Gastroenteritis Erkrankung/Infektion
21 | Rottweiler wk 9 |Polyarthritis Immun-medilerte
Erkrankung
. nicht-entziindliche
22 |Beagle w 9 chron. Enteropathie Dysfunktion
S i nicht-entziindliche
23 | Beagle m 4 epileptiforme Anfalle Dysfunktion
- Immun-mediierte
24 | Boxer m 1 Polyarthritis Erkrankung
. . nicht-entziindliche
25 | Labrador m 10 | Wirbelkérperlyse Dysfunktion
. nicht-entzliindliche
26 |Husky m 6 Lahmheit Dysfunktion
27 |Bordeauxdogge w 4 Kontrolluntersuchung Gesund
. . Hamorrhagische Entziindliche -
28 | Mischling - 12 Gastroenteritis Erkrankung/Infektion
29 | Boxer mk 7 Hyperadrenokortizismus nicht-entziindliche
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Dysfunktion

30 | Mischling m 12 | multiples Myelom Neoplasie
i , - Entziindliche
31 | Mischling w 11 | Pancreatitis Erkrankung/Infektion
. Entzindliche
32 | Golden Retriever w 14 | Pyometra Erkrankung/Infektion
. Entzindliche
33 |Beagle m 8 Leptospirose Erkrankung/Infektion
. . . nicht-entziindliche
34 | Mischling mk 11 | Hyperadrenocortizismus Dysfunktion
35 | Mischling w 5 Kontrolluntersuchung Gesund
. . Entzindliche
36 | Hovawart m 8 Leishmaniose Erkrankung/Infektion
37 | Mischling m 5 Blutspender Gesund
38 | Mischling m 3 Blutspender Gesund
39 | Mischling w 16 | Trauma Trauma
. . Chronische nicht-entziindliche
40 | Mischling m 6 Niereninsuffizienz Dysfunktion
41 | Mischling mk 12 | Prostatatumor Neoplasie
. Immunbedingte Immun-mediierte
42 | Australian Shepherd m 3 Thrombozytopenie Erkrankung
43 Berner Sennenhund mk 6 Immunbedingte Immun-mediierte
(BSH) Thrombozytopenie Erkrankung
. . nicht-entziindliche
44 | Bearded Collie m 8 Thrombozytopenie Dysfunktion
45 | Tibet Terrier mk 5 Immunhamolytische Anémie Immun-medilerte
Erkrankung
Entziindliche
46 | Dt. Drahthaar m 6 FK-lleus Erkrankung/Infektion
. . . nicht-entziindliche
47 | Yorkshire Terrier m 16 | Hepatoencephalopathie Dysfunktion
. . Tumor der .
48 | Mischling wk 4 Nebennierenrinde Neoplasie
49 | Jack Russel Terrier wk 8 Schilddrisenkarzinom Neoplasie
50 | Mischling m 2 Trauma Trauma
51 | Mischling mk 13 | Inflammatory Bowel Disease Immun-medilerte
Erkrankung
52 | Mischling mk 11 | Kontrolluntersuchung Gesund
53 | Sheltie m 3 Kontrolluntersuchung Gesund
54 | Sheltie w 10 | Kontrolluntersuchung Gesund
55 | Sheltie w 2 Kontrolluntersuchung Gesund
56 | Mischling w 11 | Schilddriisenadenokarzinom | Neoplasie
. . Hamorrhagische Entziindliche
57 | Mischling mk " | Gastroenteritis Erkrankung/Infektion
58 | Mischling mk 8 Lymphom Neoplasie
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Entzindliche

59 | Golden Retriever wk 2 Pneumonie Erkrankung/Infektion
60 | Mischling m 14 | Lebertumor Neoplasie
61 | Dt. Drahthaar w 2 Trauma Trauma
. . - Entziindliche
63 | Mischling w 0,5 | Gastroenteritis Erkrankung/Infektion
—_ Entziindliche
64 | Beagle w 7 | Tonsillitis Erkrankung/Infektion
. . . nicht-entziindliche
65 | Mischling w 6 Kreislaufkollaps Dysfunktion
. . — nicht-entziindliche
66 | Mischling wk 14 | Vestibuldrsyndrom Dysfunktion
. . . Entzlndliche
67 | Mischling m 1 Demodikose Erkrankung/Infektion
West Highland . Entzlndliche
68 White Terrier W 9 Gastroenteritis Erkrankung/Infektion
69 |Labrador w 9 Milztumor Neoplasie
. Immunbedingte Immun-mediierte
70| Cocker Spaniel m 6 Thrombozytopenie Erkrankung
71 | Mischling m 15 | Kontrolluntersuchung Gesund
. . Entzindliche
75 | Dt. Schaferhund wk 13 | Pneumonie Erkrankung/Infektion
. . Entzindliche
76 | Cocker Spaniel mk 9 Leptospirose Erkrankung/Infektion
. . . nicht-entziindliche
77 | Mischling w 15 | Encephalopathie Dysfunktion
. Entziindliche
78 | Dt. Dogge mk 8 Pneumonie Erkrankung/Infektion
Polski Owczarek . . nicht-entziindliche
79 Nizinny (PON) w 3 Diabetes mellitus Dysfunktion
80 | Kangal m 4 Unfall Trauma
81 | Golden Retriever m 10 | Nierentumor Neoplasie
82 | Golden Retriever w 3 Blutspender Gesund
. Entzlndliche
83 | Boxer m 4 Fieber unbekannter Genese Erkrankung/Infektion
Rhodesian
84 Ridgeback m 3 Unfall Trauma
. . - Entzlindliche
85 | Mischling w 11 | Infektidse Gastroenteritis Erkrankung/Infektion
86 | Foxterrier wk 11 | Zahnsanierung nlcht—ent_zundllche
Dysfunktion
Entzindliche
87 | Dt. Dogge m 6 Magendrehung Erkrankung/Infektion
88 | Dalmatiner wk 9 Blutspender Gesund
89 |Briard 4 Blutspender Gesund
90 | Labrador 4 | Polyarthritis Immun-mediierte
Erkrankung
Entzltndliche
91 |Dobermann w 9 lleus Erkrankung/Infektion
92 | Dt. Schaferhund wk 4 Pyometra Entzlindliche
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93 | KI. Minsterlander m 4 Blutspender Gesund

94 |Husky mk 13 | Ehrlichiose E?&fg:f&isgﬁnfektion

95 | Cane Corso m 1 Zystitis E?I:fg:lflljir?gﬁnfektion

96 | Mischling wk 11 | Gastroenteritis E?I:fg:lflljir?gﬁnfektion

97 | Golden Retriever w 12 | Pneumonie E?I:f::l?&lrfgﬁnfektion

98 | Mischling mk 4 |Polyarthritis E‘:&?g:ﬁ;"e”‘a

99 | Cocker Spaniel m 2 | Panereasinsafiizienz g;s:uirlltuzéj: diehe

100 | Mischling wk 8 Eieber unbekannter Genese, | Entzlndliche .
ypothyreose Erkrankung/Infektion

101 | Rottweiler w 10 | Magendrehung E?lgau:lgsjir?g/?nfektion

102 E:ttricé\?::ed m 6 Magendrehung E?lgau:lgsjir?g/?nfektion

103 | Mischling m - | Prostatitis E:‘gg:f&iﬁgﬁnfekﬂon

104 | Labrador mk 8 Magendrehung Eplgg:ﬂir?gﬁnfektion

105 | Mischling wk 13 | Hepatopathie g;;f&iﬂtﬁzg:d”"he

106 Z?Zlisnk,if(vécozﬁ;ek wk 12 | malignes Adenokarzinom Neoplasie

107 | Dt. Dogge wk 9 Magendrehung Eplifg:lflljiﬁgﬁnfektion

108 | Mischling w 0,5 |Parvovirose E?&fﬁ:ﬂfﬁgﬁnmkﬂon

109 | Mischling wk 12 | Kontrolluntersuchung Gesund

110 | Jack Russel Terrier m 5 Immunhamolytische Anamie gg::&?:;"ene

111 | oot Highiand wk 14 | Rechtsherzinsuffizienz g;g}&iittizg:d”c"e

112 | Mischling w - |Ehrlichiose E?lgg:l?&irfg/?nfektion

113 | Mischling m 7 Blutspender Gesund

114 | Mischling w 2 Blutspender Gesund

115 | Mischling w 5 Blutspender Gesund

116 | Mischling m 6 Blutspender Gesund

117 | Mischling m 14 | malignes Melanom Neoplasie

118 | Podenco Andaluz wk 9 Fibrosarkom Neoplasie

119 | Airedale Terrier wk 14 | orales malignes Melanom Neoplasie

120 E%‘;ﬁi@ﬂ mk 3 Wildschweinverletzung Trauma

121 | Cocker Spaniel mk 7 Bissverletzung Trauma

122 | Golden Retriever m 7 Blutspender Gesund

Anhang

Seite | 85



123 | Golden Retriever m 6 Blutspender Gesund
) , Entziindliche
124 | Tibet Terrier wk 11 | Pyometra Erkrankung/Infektion
. . . . nicht-entztindliche
125 | Mischling m 2 Epilepsie Dysfunktion
. Hamorrhagische Entziindliche
126 | Jack Russel Terrier mk ! Gastroenteritis/Pancreatitis | Erkrankung/Infektion
127 | Silken Windhound mk 9 | Chylothorax nicht-entzlndliche
Dysfunktion
128 | Mischling wk 3 Autounfall Trauma
] Entziindliche
129 | Riesenschnauzer w 7 Pyometra Erkrankung/Infektion
130 | Foxterrier m 1 Bissverletzung Trauma
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Anhang X.

Graphische Darstellung des statistischen Vergleiches zwischen dem ELISA und dem Schnelltestgerat von TECOmedical:
a. Assoziation zwischen den Messwerten des Schnelltestgerates und denen des ELISA mit Darstellung der Regressionsgeraden

b. Bland-Altman Diagramm des direkten Vergleiches der Messergebnisse von ELISA und dem Schnelltestgerat

a Spearmans‘ r (TECOmedical) b Bland-Altman Graph (TECOmedical)
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Das einfache Streudiagramm in der Abb. 2a stellt die Korrelation zwischen dem Schnelltestgerat von TECOmedical und dem ELISA dar. Der Verlauf der
Regressionsgerade spiegelt den Korrelationskoeffizienten nach Spearman wieder. Der Graph der Abb. 2b zeigte den direkten Methodenvergleich zwischen dem
Schnelltestgerdt (TECOmedical) und der Referenzmethode ELISA in einem Bland-Altman Diagramm mit dem Mittelwert der Differenzen als durchgezogene
schwarze Linie und den Ubereinstimmungsgrenzen als gestrichelte graue Linien. Zuséatzlich ist der Bias des Gerates als blaue Linie und der erlaubte Fehler
(TEpes) Von 29,6 % mit zwei orangen gestrichelten Linien eingezeichnet.
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Anhang XI.

Graphische Darstellung des statistischen Vergleiches zwischen dem ELISA und dem Schnelltestgerat von EUROLYyser:
a. Assoziation zwischen den Messwerten des Schnelltestgerates und denen des ELISA mit Darstellung der Regressionsgeraden

b. Bland-Altman Diagramm des direkten Vergleiches der Messergebnisse von ELISA und dem Schnelltestgerat

a Spearmans‘ r (EUROLyser) b Bland-Altman Graph (EUROLyser)
g
250 -
%’ 150
H 2 °
E 200 ﬁ 1007} o
& o
: °
& 5 °
s »wo S S —— S ——
] S i :
E § o lsz o S oo - o0 [} OO
g w o [ °
° € O O
iv.'i 100 .q:’
g @ s
3 E
£ g
@ 50 E 100
- -150 T T T T T T
0 Y . 0 50 100 150 200 250

[~
[=F
<
N
1 -
<

T T
0 50 100 150

ELISA: cCRP-Konzentration in mgll

Mittelwerte der Schnelitest und ELISA Messwerte

Der Graph der Abb. 3a zeigt die Korrelation zwischen dem Schnelltestgerat (EUROLyser) und der Referenzmethode ELISA im einfachen Streudiagramm. Der
Korrelationskoeffizient nach Spearman, wird durch die Regressionsgerade reprasentiert. Das Bland-Altman Diagramm der Abb. 3b zeigt den Mittelwert der
Differenzen zwischen dem Schnelltestgerat und dem ELISA als durchgezogene schwarze Linie und die Ubereinstimmungsgrenzen als gestrichelte graue Linien.
Der Bias des Geréates ist als blaue Linie und der erlaubte Fehler (TEpes) von 29,6 % mit zwei orangen gestrichelten Linien dargestellt.
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Anhang XiI.

Graphische Darstellung des statistischen Vergleiches zwischen dem ELISA und dem Schnelltestgerat von LifeAssays:
a. Assoziation zwischen den Messwerten des Schnelltestgerates und denen des ELISA mit Darstellung der Regressionsgeraden

b. Bland-Altman Diagramm des direkten Vergleiches der Messergebnisse von ELISA und dem Schnelltestgerat

a Spearmans‘ r (LifeAssays) b Bland-Altman Graph (LifeAssavs)
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Das in der Abb. 4a dargestellte einfache Streudiagramm der Korrelation zwischen dem Schnelltestgerat (EUROLyser) und der Referenzmethode ELISA zeigt den
Korrelationskoeffizienten nach Spearman als Regressionsgerade. Die Abb. 4b zeigte im Bland-Altman Diagramm den direkten Methodenvergleich zwischen dem
Schnelltestgerat von EUROLyser und dem ELISA mit dem Mittelwert der Differenzen als durchgezogene Linie dargestellt. Die Ubereinstimmungsgrenzen sind als
gestrichelte graue Begrenzungslinien, der Bias des Gerates als blaue durchgezogene Linie und der erlaubte Fehler (TEpes) von 29,6 % mit zwei orangen
gestrichelten Linien angegeben.
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Anhang Xlll. Auflistung der Hund die in die Verlaufskontrollen zur Messung des cCRP im Serum in
die Studie eingeschlossen wurden unter Angabe von Rasse, Geschlecht (Geschl.), Alter zum
Zeitpunkt der ersten Probenentnahme, Erkrankung, Tiergruppe (TG), Tage der Probenentnahme (PE)
und Anzahl der Beprobungen:

Nr. Rasse Geschl. | Alter | Erkrankung TG PE (Tag) Beprobungen
1 Mischling wk 13 Hepatopathie 1 0,1,4,7,14 5
2 | Langhaardackel mk 9 ITP 1 0,2,4,5,6 5
3 Foxterrier mk 6 IHA 1 0,2,5 14 4

1 0,2,5,11,14
4 Mischling mk 4 Ehrlichiose 8
2 35, 56, 111
1 0,1,2,5,7,9, 14
5 Cockerspaniel mk 10 IHA 11
2 54,93, 107, 125
. 1 0,6,12, 14
6 | ustalan wk 3 TP 8
Shepherd 2 28, 61,95, 135
] - 0, 29, 60, 114,
7 Rottweiler wk 8 Polyarthritis 2 123, 144 6
Berner o
8 Sennenhund mk 6 Polyarthritis 2 0, 24, 33, 82 4
9 Tibet-Terrier mk 4 IHA 2 0, 12, 56, 71, 150 5

Anhang XIV. Tabelle der fir die Affinitdtschromatographie eingesetzten Serummengen und erzielte
Proteinmengen:

Nr. Serummenge (ml) Anzahl der Ge_sa_mtproteinrpenge der
verwendeten Hunde gereinigten Fraktion (mg/ml)

1 20 2 0,38

2 20 1 0,16

3 17,5 1 0,32

4 70 2 1,1

5 70 2 1,2

6 70 1 0,8

7 70 1 1,4

8 70 1 2,2

9 50 1 1,4

10 75 1 59

11 190 6 1,9
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