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1. Einleitung

1.1. Prionkrankheiten

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind Ubertragbare, todlich verlaufende
neurodegenerative Erkrankungen, die bei Menschen und Sdugetieren vorkommen und durch
Prionen verursacht werden (Prusiner, 1998b; Collinge, 2001).

Zu den bekanntesten tierischen TSE gehdren die bei Rindern auftretende bovine spongiforme
Enzephalopathie (BSE), Scrapie bei Schafen und Ziegen und die chronische Auszehrung bei
Zerviden (engl.: Chronic Wasting Disease, CWD). Die am h&ufigsten auftretende humane
TSE ist die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK). Kennzeichnend fir diese Erkrankungen sind
eine  monate- bis jahrelange symptomfreie Inkubationszeit und ein progressiver
Krankheitsverlauf mit zentralnervésen Stérungen wie unter anderem Ataxie und
voranschreitende Demenz beim Menschen. Die Gehirne von betroffenen Individuen weisen
histopathologische Verénderungen, insbesondere eine mehr oder weniger stark ausgepréagte
schwammartige (spongitse) Degenerationen des Neuropils und Astrogliose, auf. Daneben
treten pathologische Ablagerungen des Prionproteins (teilweise in Form von amyloiden
Plaques) vor allem im Hirngewebe auf (Belay, 1999; Budka, 2003).

Typische histopathologische Merkmale einer sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
(sCJK) sind in Abbildung 1 dargestellt. Eine eindeutige Diagnose der Krankheit erfolgt
,,post mortem”, also nach dem Tod, durch feingewebliche Untersuchungen (Kretzschmar
et al., 1996).

Abb. 1: Neuropathologische Merkmale einer sCIK: (A) Schwammartige Vakuolisierungen
des Neuropils (Hamatoxylin-Eosin Féarbung), (B) Aktivierung und Proliferation von
Astrozyten (Astrogliose; GFAP-Farbung [engl.: Glial Fibrillary Acidic Protein]) sowie
(C) Akkumulationen des pathologischen Prionproteins (PrP*®; Markierung mit einem
anti-Prionprotein Antikorper) (aus: Glatzel & Aguzzi, 2001).
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1.1.2. Menschliche und tierische Prionerkrankungen

Die Geschichte der Prionen und ihre Entdeckung begann, wie von McGowan (1922)
beschrieben, im 18. Jahrhundert mit der erstmaligen Beschreibung einer TSE bei Schafen in
Grol3britannien  (McGowan, 1922). Betroffene Individuen zeigten pathologische
Verhaltensmuster, unter anderem ein exzessives ,,Kratzen*“ des Felles und einen schwankend
und trabend wirkenden Gang. Davon leitet sich auch die Bezeichnung ,,Scrapie (engl.:
to scrape = kratzen) bzw. die im deutschsprachigen Raum gebrduchliche Bezeichnung
,» Traberkrankheit* ab (Hornlimann et al., 2007). Durch Infektionsversuche mit Hirnmaterial
von infizierten Schafen wurde die Infektiositat und Ubertragbarkeit von Scrapie 1936 durch
Cuillé und Chelle experimentell belegt (Cuillé & Chelle, 1936).

In den 1980er Jahren erlangte die bei Rindern vor allem im Vereinigten Konigreich (VK)
vorkommende bovine spongifome Enzephalopathie (BSE) grofle Aufmerksamkeit, da es zu
einer europaweiten epidemieartigen Ausbreitung dieser neuartigen Form von Prionerkrankung
kam. Thren Hohepunkt erreichte die auch als ,,Rinderwahnsinn® bezeichnete BSE 1992 mit
allein Gber 37.000 Neuerkrankungen im VK (Wells et al., 1987). Bis Ende September 2010
wurden 184.611 bestétigte BSE Falle im VK und bis Ende 2010 413 Félle in Deutschland
beobachtet (World Organisation for Animal Health, [OIE], 2010). Ursache der BSE-Epidemie
war die Verfitterung von kontaminiertem Rinderkraftfutter. Dieses enthielt unzureichend
behandeltes Tiermehl, welches mdglicherweise von Scrapie-infizierten Schafen (Wilesmith
et al., 1988; Wilesmith et al., 1991) oder von spontan BSE entwickelnden Rindern stammte
(Philipps et al., 2000). Durch ein generelles Verbot der Verfiitterung von Tiermehlen konnte
die BSE-Epidemie kontinuierlich zuriickgedrangt und eingedammt werden ([OIE], 2010).

Das ,,Chronic Wasting Disease “ (CWD) ist eine Prionkrankheit bei Hirschartigen (Zerviden)
und besitzt bei zunehmender Verbreitung in Nordamerika ein potentielles, bisher nicht
abschlieRend zu beurteilendes Infektionsrisiko fir den Menschen (Miller & Williams, 2004;
Sigurdson et al., 2006). Verschiedene Studien legen jedoch eine zumindest hohe
Speziesbarriere fiir den Ubergang von CWD auf den Menschen nahe (Kurt et al., 2009;
Barria et al., 2011). Die Hohe der Speziesbarriere bestimmt die Effizienz der Ubertragung
einer TSE von einer Spezies auf die andere, wobei die Inkubationszeit und der
symptomatische Verlauf der Erkrankung sich teilweise erheblich verédndern kdnnen
(DeArmond & Prusiner, 1996; Telling et al., 1996; Asante & Collinge, 2001).

Die erste humane TSE wurde 1920/1921 von Hans Creutzfeldt und Alfons Jakob bei

Patienten mit ,,Spastischer Pseudosklerose beschrieben. Sie wurde nach ihren Entdeckern als
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Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) bezeichnet (Creutzfeld, 1920; Jakob, 1921). Man
unterscheidet erworbene, spontane und erbliche Formen der CJK.

Die ohne erkennbare duRere Ursache auftretende spontane CJK (sCJK) zeigt eine Inzidenz
von ca. 1 —1,5 Falle pro 1 Million Einwohner und Jahr und ist mit 85 % die am haufigsten
auftretende CJK-Form (Collinge, 2001). Als Ursache fir sCJK sind unter anderem
sporadische somatische Mutationen im Gen flr das Prionprotein (PRNP im Menschen, Prnp
in der Maus) oder spontane Umfaltungen des zelluléren Prionproteins denkbar (Aguzzi et al.,
2008). Die sCJK ist weltweit verbreitet und betrifft in der Regel Personen im
fortgeschrittenen Lebensalter (> 60 Jahre).

Die familiare CJK (fCJK) ist heriditar bedingt und beruht auf autosomal dominant vererbten
Mutationen im Gen fir das Prionprotein (Knight & Will, 2004; Hérnlimann et al., 2007).
Félle der erworbenen CJK sind auf medizinische Eingriffe, wie beispielsweise Hornhaut
(Cornea)- und Hirnhaut (Dura mata)-Transplantationen von Spendern, die unerkannt eine
CJK entwickelten, zurtickzufuhren (Duffy et al., 1974). Aullerdem verursachten aus
Leichenhypophysen extrahierte Prion-kontaminierte Wachstumshormone und unzureichend
sterilisierte chirurgische Instrumente weitere Félle von erworbener, iatrogener CIK (iCJK)
(Brown et al., 1992; Brown, 2000; Knight & Will, 2004).

Seit Mitte der neunziger Jahre ist ferner eine neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
(VCIK) bekannt (Will et al., 1996). Sie kommt im Gegensatz zur sporadischen Form vor
allem in jungen Patienten vor (Median des Sterbealters: 28 Jahre) und ist mit einer im
Vergleich zur sCJK relativ langen klinischen Phase von zum Teil mehr als 2 Jahren
verbunden. Hirne von an vCJK Erkrankten weisen Ablagerungen des Prionproteins in Form
von auffalligen floriden Plaques auf (lronside, 1998; Belay, 1999). Weltweit wurden 224
vCJK-Falle beschrieben, wovon allein im Vereinigten Konigreich 175 (davon drei infolge von
Bluttransfusionen) auftraten (National CJD Surveillance Unit [NCJDSU]; Edinburgh, Stand:
Marz 2010). Dagegen wurde in Deutschland bisher noch kein Fall von vCJK gesehen
(Beekes, 2010).

Fir eine kausalen Zusammenhang BSE-kontaminierter Nahrungsmittel mit vCJK beim
Menschen sprechen experimentelle Ubertragungen von BSE auf Makaken (Lasmezas et al.,
1996). Des Weiteren zeigten experimentelle Untersuchungen in Wildtyp- und transgenen
Mausen gleichartige PrP**-Charakteristika, Inkubationszeiten, und histopathologische
Befunde nach Infektion mit BSE- und vCJK-Erregern (Collinge et al., 1996; Bruce et al.,
1997; Hill et al., 1997; Scott et al., 1999). Dies belegt, dass BSE und vCJK vom gleichen

Prionstamm verursacht werden.
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Eine weitere humane Prionerkrankung ist Kuru, welche 1957 von Gajdusek und Zigas bei
Fore-Eingeborenen im 0&stlichen Hochland von Papua-Neuguinea beobachtet wurde
(Gajdusek & Zigas, 1957). Neuropathologische Ahnlichkeiten zwischen Kuru und Scrapie
sowie zwischen CJK und Kuru deuteten auf eine grundsatzliche Verwandtschaft der Erreger
dieser Krankheiten hin (Hadlow, 1959; Klatzo et al., 1959). Kuru bedeutet ,,Muskelzittern*
und bezeichnet eine Erkrankung, die durch rituellen Kannibalismus, vor allem durch den
Verzehr von Gehirnen Verstorbener, tbertragen wurde. Ein epidemieartiger Ausbruch von
Kuru wurde durch eine Rezirkulation des Erregers in der relativ kleinen Population der Fore
begiinstigt. Allerdings konnte die Ubertragung von Kuru durch ein Verbot der
kannibalistischen Riten durch die damaligen australischen Kolonialbehdrden nachhaltig
unterbrochen werden. Trotzdem gab es bis in die jingste Vergangenheit noch vereinzelte
Krankheitsfalle aufgrund extrem langer Inkubationszeiten wvon bis zu 50 Jahren
(Collinge et al., 2006).

Das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und die Fatale Familidre Insomnie
(FFI) werden durch verschiedene Punkt-, Deletions- oder Insertionsmutationen des humanen
Prionprotein-Gens (PRNP) hervorgerufen (Gerstmann, 1936; Lugaresi et al., 1986). Sie
weisen eine nur sehr geringe Inzidenz auf und werden autosomal dominant vererbt
(Hsiao et al., 1989).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die wichtigsten beim Menschen und bei Tieren

vorkommenden Prionerkrankungen.
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Tab. 1: Transmissible Spongiforme Enzephalopathien bei Tiere und Menschen.

Spezies TSE-Erkrankung Literatur
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit Creutzfeld, 1920 & Jakob, 1921,
(CJIK); vier Formen: sCJK, Knight & Will, 2004;
fCJK, iCJK und vCIK Will et al., 1996

Mensch Fatale Familidre Insomnie (FFI) | Lugaresi et al., 1986

Gerstmann-Straussler-Scheinker
Syndrom (GSS)

Kuru Gajdusek & Zigas, 1957
Bovine Spongiforme

Gerstmann, 1936

Rind Enzephalopathie (BSE) Wells et al., 1987
Schaf, Ziege Scrapie McGowan, 1922
Hirschartige Chronische Auszehrung bei -
(Zerviden) Zerviden (CWD) Williams & Young, 1980
Ubertragbare Enzephalopathie
B H h, 1
Nerze der Nerze (TME) urger & Hartsough, 1965
. . Leggett et al., 1990;
Hauskatze, Feline Spongiforme V\fgii eteala 1991
GroRkatze Enzephalopathie (FSE) y ? '

Willoughby et al., 1992

1.2. Die Natur des infektiésen Agens

Uber die Natur des infektiosen Agens transmissibler spongiformer Enzephalopathien gingen
die Meinungen in der wissenschaftlichen Diskussion lange Zeit weit auseinander. Zun&chst
wurde aufgrund der langen Inkubationszeit der Krankheiten von einem ,Slow Virus® als
moglichem Erreger ausgegangen (Sigurdsson, 1954; Diringer et al., 1988; Diringer et al.,
1994). Andererseits zeigten Inaktivierungsversuche mit ionisierender und ultravioletter
Strahlung, welche eine Modifikation oder Zerstérung von Nukleinsauren hervorrufen, keine
oder nur eine geringe inaktivierende Wirkung auf TSE-Erreger und widersprachen der Virus-
Hypothese. Alper vermutete aufgrund der gegen Strahlung anscheinend resistenten
Infektiositat einen Erreger ohne genomische Erbinformation (Alper et al., 1967). Theoretische
Uberlegung von Griffith (1967) mutmaRten ferner, dass es sich bei dem infektiosen Agens um
ein selbst-replizierendes Protein handeln konnte (Griffith, 1967). Mit Hilfe einer neuartigen
biochemischen Isolationsmethode gelang es Prusiner und Kollegen aus Hirnextrakten
experimentell Scrapie-infizierter Hamster ein Protein als Hauptkomponente des Erregers zu

identifizieren (Prusiner et al., 1982a). Auffalligerweise flihrten Behandlungen mit Substanzen,
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welche Proteine abbauen oder deren natirliche Faltung beeinflussen zur weitgehenden oder
vollstdndigen Inaktivierung des infektiosen Agens (Prusiner et al., 1981; Prusiner et al.,
1982Db). Daraufhin postulierte Prusiner 1982 die Prion-Hypothese, wonach der Erreger von
Scrapie keine Nukleinséure besitzt und tUberwiegend, wenn nicht ausschlieBlich, aus einem
Protein besteht. Er pragte den Begriff ,,Prion* als Abkirzung fir ,,proteinaceous infectious
particle um diesen neuartigen unkonventionellen Erreger von Viren oder Bakterien
abzugrenzen (Prusiner, 1982). Das den Hauptbestandteil von Prionen bildende Protein wurde
als Prionprotein (PrP) bezeichnet.

Das in Hirnhomogenaten von Scrapie-infizierten Hamstern identifizierte pathologische
Prionprotein bildet schwer l6sliche Aggregate, die als Scrapie-assoziierte Fibrillen (SAF) oder
"Prion-Rods" im Elektronenmikroskop erkennbar sind (siehe Abbildung 2) (Merz et al., 1981,
Prusiner et al., 1983).

Abb. 2: Elektronenmikroskopische Darstellung von ,,Prion-Rods* (Prusiner et al., 1998).
Amyloide Fibrillen des pathologischen Prionproteins. Der Balken entspricht 100 nm.

1.3. Das Prionprotein

1.3.1. Aufbau und Biosynthese

Bei der Suche nach einer fur das Prionprotein kodierenden Nukleinsdure wurde ein
wirtseigenes chromosomales Gen identifiziert. Dieses wird sowohl in gesunden Lebewesen
wie auch in Individuen mit pra- oder subklinischer sowie klinisch manifester TSE exprimiert
(Chesebro et al., 1985; Oesch et al., 1985).

Man unterscheidet apathogenes, zelluléres Prionprotein (PrPC), welches in verschiedenen
Spezies von hoheren S&ugetieren (Schatzl et al., 1995; Wopfner et al., 1999; van Rheede
et al., 2003) aber auch in Vogeln (Gabriel et al., 1992), Reptilien (Simonic et al., 2000),
Amphibien (Strumbo et al., 2001) oder sogar bei Fischen vorkommt (Gibbs & Bolis, 1997;
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Suzuki et al., 2002) von pathologischem TSE-assoziiertem Prionprotein (PrP, Abkiirzung
abgeleitet von PrP-Scrapie) (Chesebro et al., 1985; Oesch et al., 1985). Eine schematische
Darstellung des humanen PrP® mit seinen posttranslationalen Modifikationen ist in Abb. 3
widergegeben.

Das zellulare Prionprotein ist innerhalb der S&ugetiere evolutiondr hoch konserviert (Basler
et al.,, 1986). Ein Aminosaurevergleich zwischen Mensch, Maus und Rind weist eine
Sequenzidentitat von Uber 90 % auf (Schatzl et al., 1995). Es wird ab dem friihen
Embryonalstadium in fast allen Geweben exprimiert, wobei die hochste Expression in
Neuronen und Gliazellen des Zentralen Nervensystems (ZNS) sowie im lymphatischen
Gewebe zu finden ist (Oesch et al., 1985; Basler et al., 1986; Kretzschmar et al., 1986a;
Bendheim et al., 1992; Moser et al., 1995).

Das PrP® ist ein 33—35 kDa schweres monomeres Glykoprotein, welches (iber einen
Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) mit der Zellmembran verknupft ist
(Stahl et al., 1987). Das Protein besteht je nach Spezies aus 253 — 273 Aminosauren (AS),
wobei das humane PrP 253 AS umfasst (Kretzschmar et al., 1986b). Uber eine
Signalerkennungssequenz erfolgt der kotranslationale Transport ins Endoplasmatische
Retikulum (ER), wo molekulare Modifizierungen des Proteins erfolgen. Dort wird das PrP
tber zwei Asparaginreste glykosyliert und die Proteinfaltung durch Ausbildung einer
Disulfidbriicke stabilisiert (Turk et al., 1988; Haraguchi et al., 1989). Nach Abspaltung der
Signalsequenz wird am C-Terminus ein GPI-Anker verknupft (Stahl et al., 1987; Choi et al.,
2006). Im Golgi Apparat werden die Kernglykane in komplexe Glykane modifiziert und es
erfolgt ein vesikularer Transport des PrP® zur Zelloberflache. Von dort aus kommt es zu einer
Re-Internalisierung und einem nachfolgenden Abbau des PrP°. Infolge seiner beiden
Glykosylierungsstellen findet man un-, mono- und diglykosylierte Formen des PrP®
(Endo et al., 1989). Des Weiteren weist PrP® aminoterminal eine Oktarepeat-Region auf,
welche aus mehreren hintereinander liegenden hoch konservierten glycinreichen
Oktapeptidsequenzen besteht und vier Kupfer-Bindungsstellen enthalt (Hornshaw et al., 1995;
Brown et al., 1997a; Aronoff-Spencer et al., 2000; Burns et al., 2002; Choi et al., 2006). Zwei
weitere Kupfer-Bindungsstellen befinden sich an carboxyterminal der Repeat-Region
folgenden Histidin-Resten (Burns et al., 2003; Jones et al., 2005; Thompsett et al., 2005;
Viles et al., 2008).
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Komplexe
Glykosylierun
Y /y\ 9 GPlAnker
(nach Abspaltung
Oktarepeatsequenz KTU LJTU der Signalsequenz)
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Abb. 3: Schematische Darstellung des humanen zellularen Prionproteins mit
posttranslationalen Modifikationen. Das humane PrP® besteht aus 253 AS und besitzt
N- und C-terminale Signalsequenzen, die nach der Translation abgespalten werden. In
der Folge kommt es zur Ausbildung eines GPI-Ankers am C-Terminus (Stahl et al.,
1987). Die in der N&he des N-Terminus liegende Oktarepeat-Region (AS 60-91) enthalt
vier Wiederholungen einer glycinreichen Sequenz (PHGGGWGQ) (Burns et al., 2003).
Zwei Glykosylierungsstellen befinden sich an den Asparaginen 181 und 197. Zwischen
den Cysteinen 179 und 214 wird eine Disulfidbriicke (S) ausgebildet (Choi et al., 2006).

Die chemische Zusammensetzung von PrP® und PrP* ist beziiglich der Aminosauresequenz
und der posttranslationalen Modifikationen (GPI-Anker, Glykosylierungen) identisch
(Stahl et al., 1993; Rudd et al., 1999). PrP® und PrP*° weisen dennoch auffallige Unterschiede
in biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften auf, die in Tabelle 2 zusammengefasst
sind. Beim PrP® handelt es sich um ein monomer in der Zelle vorliegendes nicht-pathogenes
Protein, welches in milden Detergenzien l6slich ist und sensitiv auf den Verdau mit
Proteinase K (PK) reagiert (Prusiner, 1998b; Riesner, 2003). Im Gegensatz dazu bildet das
PrP>® Aggregate, die zum Teil als amyloide Fibrillen in den Gehirnen von TSE-befallenen
Individuen nachgewiesen werden kénnen (Merz et al., 1981; Prusiner et al., 1998). Des
Weiteren ist PrP>® mit Prion-Infektiositat assoziiert, unlslich in milden Detergenzien und
partiell resistent gegeniiber Proteinase K. Die Behandlung von PrP® mit PK fiihrt zur
Freisetzung eines PK-resistenten PrP-Kerns mit einem Molekulargewicht von 27 — 30 kDa
der als PrP27-30 bezeichnet wird (McKinley et al., 1983; Barry et al., 1986; Prusiner et al.,
1987). Auch PrP27-30 ist mit TSE-Infektiositat assoziiert (McKinley et al., 1983;
Prusiner et al., 1987; Fischer et al., 1996). In biochemischer Hinsicht wird PK-sensitives PrP

auch als ,,PrPsen* und PK-resistentes PrP als ,,PrPres* bezeichnet (siehe Abb. 4).
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diglykosylierten Bande)

PrPsen PrPres

Abb. 4: Nachweis von zellularem und pathologischem Prionprotein aus gesunden bzw.
Scrapie-infizierten Syrischen Hamstern im Western Blot. Western Blot Befunde von
Proteinase K verdautem (+ PK) und unverdautem (- PK) PrP® (links) und PrP** (rechts).
PrP® ist gegeniiber einem Proteinase K Verdau sensitiv (PrPsen) und wird vollstandig
abgebaut, wohingegen PrP* gegen PK partiell resistent ist und nach PK-Verdau im
Western Blot ein PK-resistenter Kern mit einem Molekulargewicht von 27 — 30 kDa
(PrPres) nachgewiesen wird.

Ferner weisen die normalen und pathologischen Formen des Prionproteins erhebliche
Unterschiede in ihrer Raumstruktur auf, wie unter anderem infrarotspektroskopische
Messungen zeigten. Danach besteht das Proteinase-sensitive Prionprotein aus 42 % a-Helix-
und lediglich 3 % B-Faltblattanteil. PrP® und PrP27-30 besitzen hingegen ca. 30 % bzw. 21 %
a-Helix- und 43 % bzw. 54 % [3-Faltblattanteil (Pan et al., 1993; Safar et al., 1993).
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Tabelle 2: Ubersicht tber Unterschiede in biochemischen und biophysikalischen
Eigenschaften von PrP®, PrP* und PrP27-30.

Eigenschaft PrP°© Prp* PrP27-30 Literatur
Sekundar- 42 % a-Helix, 30 % a-Helix, 21 % a-Helix,
Pan et al., 1993
struktur 3 % R-Faltblatt | 43 % R-Faltblatt 54 % -Faltblatt
) . I6slich in milden ) . Prusiner, 1998b;
Loslichkeit ) Unloslich unloslich ]
Detergenzien Riesner, 2003
thermo- und re:iesr'l;r?:agbe::;'en reziesrlgr?':zbe:glg’en Gibbs et al., 1978;
Stabilitat druckl_abll, Hitze, UV- und Hitze, UV- und Browr! et al., 1990;
denaturierbar Prusiner, 1998b
y-Strahlen y-Strahlen
. o resistent gegen . )
Prot(-el'nz'asie K vollstdndig partielle Resistenz hohe PK- McKl_nIey etal., 1983;
Sensitivitat abbaubar . Prusiner et al., 1987
Konzentrationen
o o ] mit Infektiositét mit Infektiositét Riesner, 2007;
Infektiositat nicht infektios N B ]
assoziiert assoziiert Fischer et al., 1996
oligomere/ oligomere/ )
Aggregat- Prusiner et al., 1998;
Monomer polymere polymere ]
zustand Riesner, 2003
Aggregate Aggregate

Mittels der Magnet-Kernresonanz-Spektroskopie (engl.: Nuclear Magnetic Resonance [NMR-

spectroskopy]) konnte 1996 die Tertiarstruktur von murinem PrP® im Detail aufgeklart

werden. Wie Abb. 5 zeigt, weist sie eine C-terminale globuldare Domane mit drei a-Helices

(rot/gelb gezeichnet) und zwei kleine antiparallele 3-Faltblatter (hellgriin) sowie eine hoch

flexible ungeordnete aminoterminale Domane auf (Riek et al., 1996; Riek et al., 1997).
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Globulére
C-terminale Domine Unstrukturierte aminoterminale Domiine

Abb. 5: Tertiarstruktur von PrP® mit sechs Kupferbindungsstellen. NMR-Studien mit
murinem PrP® zeigten einen aus drei a-Helices und zwei kleinen antiparallelen
R-Faltblattern bestehenden globuldren Bereich und eine N-terminale unstrukturierte
Doméne. Dort befinden sich sechs Histidine, die Kupferionen binden koénnen
(nach Viles et al., 2008).

Die Strukturen von PrP® aus weiteren Saugerspezies wie z.B. dem Goldhamster (Donne et al.,
1997), dem Rind (Lopez Garcia et al., 2000), dem Schaf und dem Schwein (Calzolai et al.,
2005; Gossert et al., 2005; Lysek et al., 2005) sowie aus dem Menschen konnten inzwischen
ebenfalls mittels NMR-Spektroskopie aufgeklart werden (Zahn et al.,, 2000). Die
dreidimensionale Struktur der globuldren Doméne des ovinen PrP war die erste PrP-Struktur,
die durch Rontgenkristallographie bestimmt wurde (Haire et al., 2004).

Aufgrund der Unléslichkeit der beiden pathologischen PrP-Formen PrP>* und PrP27-30 liegen
fur diese keine hochaufgelosten NMR-Strukturdaten vor. Wegen ihrer schlechten
Kristallierbarkeit sind PrP> und PrP27-30 auch einer hochauflosenden Réntgenstruktur-
analytik nicht zugéanglich. Allerdings konnten anhand von 2D-Kristallen des pathologischen
Prionproteins elektronenmikroskopische Daten erhoben werden, aus denen mit Hilfe
computergestiitzter Berechnungen dreidimensionale Strukturmodelle abgeleitet werden
konnten. Danach wird eine Struktur, bestehend aus mehreren parallelen R-Faltblattern und
zwei a-Helices angenommen. Diese Modellvorstellung und die daraus resultierende
Fibrillogenese sind schematisch in Abb. 6 dargestellt (Govaerts et al., 2004).

Im mutmaBlich konversionsrelevanten Bereich des zelluldren Prionproteins sind bei
verschiedenen Spezies lokale Variationen der PrP-Struktur zu beobachten, die als mdgliche
Determinanten der Ubertragbarkeit von Prion-Erkrankungen zwischen verschiedenen Spezies

angesehen werden (Billeter et al., 1997; Prusiner, 1998a). Dies scheint nicht zuletzt im
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Kontext der Ubertragbarkeit von BSE auf den Menschen von Bedeutung, da die PrP-
Strukturen von Mensch und Rind hier nur geringe Unterschiede aufweisen (Lopez Garcia
et al., 2000).

Abb. 6: Strukturmodell von PrP27-30. Schematische Darstellung der Sekundar- und
Tertidrstruktur von monomerem PrP27-30 (A), bestehend aus mehreren parallelen
R-Faltblattern und zwei a-Helices. Durch Zusammenlagerung von drei Monomeren
entstehen Trimere (B), die durch Stapelung unter Auspragung intermolekularer
Wasserstoffbriicken amyloide Fibrillen (C) ausbilden kdnnen (nach Govaerts et al.,
2004).

1.3.2. Mogliche Funktionen des zellularen Prionproteins

Fur das PrP® wurden inzwischen zahlreiche mégliche zelluldre Funktionen vorgeschlagen,
von denen aber bisher keine definitiv bewiesen werden konnte. Fiir ein besseres Verstandnis
der Entstehung von Prionkrankheiten waren gesicherte Erkenntnisse zur physiologischen
Funktion des Prionproteins  mdglicherweise  hilfreich, da die pathologische
Konformationsanderung von PrP® einen Funktionsverlust des zellularen Proteins zur Folge
haben konnte (Harris, 1999).

PrP-, .knock-out “~-Mause (F’mIOOIO

-Mause), die kein funktionsféhiges Priongen besitzen,
zeigten in verschiedenen Studien keine atypische Verhaltensweisen oder Funktionsstérungen
(Bueler et al., 1992; Manson et al., 1994). In vertiefenden Untersuchungen wurden jedoch
geringe Abnormalitaten beziiglich des Schlaf-Wach-Rhythmus (Tobler et al., 1996), des
Geruchssinns (Le Pichon et al., 2009) sowie bei der neuronalen Reizweiterleitung und
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elektrischen Aktivitat festgestellt (Collinge et al., 1994; Whittington et al., 1995;
Colling et al., 1996). Zusammengefasst deuten diese Befunde auf zelluldre Funktionen des
PrP° hin, welche durch andere Proteine kompensiert werden konnen (Premzl et al., 2004;
Hajj et al., 2007).

Experimentelle Beobachtungen zur Kupferbindung des zelluldren Prionproteins lassen eine
mogliche Funktion als Cu®*-Transportprotein oder Regulator im Kupfermetabolismus
vermuten (Brown, 2001; Cereghetti et al., 2001; Kramer et al., 2001). Das PrP®-Monomer
besitzt mehrere Bindungsstellen fir zweiwertige Kupfer-lonen, die bei der Umfaltung von
PrP® in PrP* verloren gehen. Dadurch kommt es zu einem Ausfall der Cu**-Bindung des PrP,
was moglicherweise zu einer verringerten Toleranz gegen oxidativen Stress fiihrt.
Experimentelle Untersuchungen mit PrP-defizienten Mdusen bestétigten diese Annahmen.
Die betreffenden Mé&use zeigten eine erhohte Anfalligkeit fiir oxidative Zellschadden bei hohen
Cu?*-Konzentrationen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen. Unter anderem wird vermutet, dass
die anti-oxidative Funktion der zellularen Cu/Zn-Superoxid-Dismutase infolge der fehlenden
Kupferbindung bei PrP-defizienten Mausen gestort ist (Brown et al., 1997b; Brown et al.,
1999; Brown, 2001; Klamt et al., 2001; Brown, 2002).

Des Weiteren wird eine Funktion von PrP® bei der Signal-Transduktion angenommen,
wodurch das Protein eventuell eine neuroprotektive Aktivitat entfaltet (Mouillet-Richard
et al., 2000; Hugel et al., 2004). Dabei wird gemutmaft, dass das PrP® als zellularer Rezeptor
fiir neuroprotektive Signale fungiert und somit durch direkte Inhibierung der Bax-induzierten

Apoptose vor dem Zelltod schitzen konnte (Chiarini et al., 2002).

Dariiber hinaus vermittelt das PrP¢ die Aufnahme und den Transport von Eisen und konnte
demzufolge eine wichtige Rolle fir den Sauerstofftransport durch Hamoglobin im Koérper
spielen (Singh et al., 2009).

Bemerkenswerterweise konnte das PrP® gegebenenfalls auch eine Rolle bei der Alzheimer-
Krankheit spielen. Nach Lauren et al., (2009) kann es als zellularer Rezeptor fur Amyloid
-Oligomere fungieren, welche in erhohten Konzentrationen im Gehirn eine synaptische
Dysfunktion induzieren kénnen und als eine mdgliche Ursache der Alzheimer-Krankheit

angesehen werden (Lauren et al., 2009).
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1.3.3. Modelle zur Konversion von PrP€ in Prp*

Nach dem Protein-Only-Konzept der Prion-Hypothese ist die primare Ursache fiir TSE die
posttranslationale Konformationsdnderung des wirtseigenen Prionproteins in die partiell
Protease-resistente Isoform PrP*® (Prusiner et al., 1990). Zwei der wichtigsten Modelle zur
Erklarung dieses Umfaltungsprozesses werden im Folgenden vorgestellt und sind in Abb. 7
schematisch dargestellt.

Nach dem ,,Heterodimer-Modell “ von Prusiner (Prusiner et al., 1990) erfolgt die Konversion
von PrP® in PrP*° in einem kinetisch kontrollierten Prozess. Spontane Umfaltungen finden
demzufolge nur selten statt, da dazu eine sehr hohe Aktivierungsenergie notig ist.

Im weiteren Verlauf werden Heterodimere aus von de novo entstandenem (bei sporadischen
oder familiaren TSE) oder exogen (iber Infektionen zugefiihrtem PrP*® mit PrP®, mutmaRlich
uber einen metastabilen Ubergangszustand (PrP*), ausgebildet. Im Ergebnis kommt es zur
Umwandlung von PrP® in PrP:. Im weiteren Verlauf erfolgen, ahnlich wie bei einer
Autokatalyse, weitere Rekrutierungen und Konversionen von PrP°-Molekiilen durch das
neugebildete PrP* (Prusiner et al., 1990; Cohen et al., 1994). Im Jahre 1998 wurde dieses
Modell zum ,, Template Associated Attachment-Model“ erweitert, bei dem eine Stabilisierung
des Ubergangszustandes durch die Bindung eines zelluliren Faktors (Faktor X) angenommen
wird (Cohen & Prusiner, 1998).

Das alternative Modell der keimindizierten PrP-Polymerisation von Jarret und Lansbury
(1993) geht zunéchst von einem Gleichgewichtszustand zwischen PrP© und PrP* aus. PrP>
besitzt dabei in monomerer Form allerdings eine thermodynamisch ungunstigere
Konformation, welche aber durch Bindung an einen Nukleationskeim stabilisiert werden
kann. Die initiale Bildung dieses aus aggregierten PrP**-Molekiilen bestehenden ,Keimes*
(priméare Nukleation) ist nach dem Modell ein spontan nur sehr selten auftretendes Ereignis.
Nach externer Zugabe eines PrP-Keimes durch Infektionen (bei erworbenen TSE) oder
spontaner Entstehung von PrP>:-Keimen (spontane oder familiare TSE) erfolgt jedoch eine
schnelle Anlagerung weiterer PrP*-Monomere unter Ausbildung polymerer PrP-Aggregate
(Elongation). Durch Fragmentierung solcher Aggregate bei Erreichen einer kritischen Groie
entstehen neue Polymerisationskeime (sekunddre Nukleation), die weitere Umwandlungen

von PrP® in fehlgefaltetes, aggregiertes PrP induzieren kénnen.
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Abb. 7: Modelle zur Konversion von PrP¢ in PrP*,

A. Das ,,Template Associated Attachment-Model“ nach Cohen & Prusiner (1998).

Bei diesem Modell treten sehr selten spontane Umfaltungen von PrP° (griiner Kreis)
in PrP% (rotes Rechteck) auf, da dafiir hohe Aktivierungsenergien nétig sind. PrP*°
aus Infektionsereignissen oder de novo entstandenes bildet mit PrP® Heterodimere.
Dies erfolgt mutmaRlich uber eine von einem unbekannten zellularen Faktor X (blaue
Sichel) stabilisierte, teildenaturierte Ubergangsform (PrP*, gelber Halbkreis).
Neugebildetes PrP>® kann weitere Umfaltungen von PrP-Monomeren induzieren und
schlieRlich die Bildung amyloider Aggregate bewirken.

Das Modell der keiminduzierte PrP-Polymerisation nach Jarrett & Lansbury
(1993). PrP® (griiner Kreis) und PrP> (rotes Rechteck) befinden sich als Monomere in
einem Gleichgewicht, wobei PrP® thermodynamisch stabiler ist. Infolgedessen kommt
es nur sehr selten zur spontanen Entstehung eines stabilen Polymerisationskeims
(primare Nukleation). Durch Bindung an einen PrP*-Nukleationskeim (de novo
entstanden oder infolge einer Infektion zugefiihrt) wird zuvor monomeres PrP*°
stabilisiert und weitere, schnelle Anlagerung von PrP**-Monomeren werden induziert
(Elongation). Ab Erreichen einer kritischen GroBe der PrP>*-Aggregate kommt es zur
Fragmentierung und somit zur Entstehung wvon Tochterkeimen (sekundare
Nukleation).
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1.4. Verfahren zum Nachweis von Prionen und Prioninfektionen

Tiermodelle dienen seit Jahrzehnten dem Nachweis von TSE-Erregern sowie der Erforschung
und Charakterisierung von TSE-Erkrankungen. Eine sinnvolle Ergdnzung zu diesem
,Goldstandard“ konnen hinsichtlich  Schnelligkeit, Prazision und Probendurchlauf

Zellkulturmodelle und in vitro-Amplifikationsassays fir das pathologische Prionprotein sein.

1.4.1. Tiermodelle: Maus und Hamster

Die Entwicklung von Nagetiermodellen fiir Scrapie-Infektionen gelang durch experimentelle
Ubertragung von Scrapie-Isolaten aus kleinen Wiederkduern auf die Maus 1961 durch
Chandler (Chandler, 1961), sowie auf den syrischen Hamster (Goldhamster) 1975 durch
Marsch und Kimberlin (Marsh & Kimberlin, 1975).

Unter Nutzung dieser Nagetiermodelle konnten erhebliche Fortschritte in der Erforschung der
Atiologie und Pathogenese von TSE gewonnen werden (Kimberlin & Walker, 1988).
AuRerdem wurden diese Modelle in zahlreichen Studien zum qualitativen Nachweis von TSE-
Infektionen sowie zur quantitativen Bestimmung infektidser Prion-Dosen verwendet (Prusiner
et al., 1980; Dawson et al.,, 1991). Das Tiermodell ,,Syrischer Hamster zeichnet sich
gegenuiber Wildtyp-Mausmodellen durch hohere Erreger-Titer im Gehirn sowie relativ kurze
Inkubationszeiten aus (Kimberlin & Walker, 1988).

Nach der Ubertragung infektioser Prion-Isolate wurden unterschiedliche Prionstimme in der
Maus identifiziert. Diese sind durch die Ausbildung charakteristischer Krankheits-Phanotypen
bei gleicher PrP-Aminosduresequenz gekennzeichnet (Fraser & Dickinson, 1973;
Bruce & Fraser, 1991; Bruce, 1993).

In neueren Untersuchungen wurden biochemische und physikalische Eigenschaften der Prion-
Stamme systematisch analysiert und Kkategorisiert. Biochemische Charakterisierungen
basieren heute vor allem auf dem elektrophoretischen Migrationsverhalten des PrP27-30,
seiner Glykosylierung (Bessen & Marsh, 1994; Collinge et al., 1996; Parchi et al., 1996), und

seiner relativen Proteinase K-Resistenz (Kascsak et al., 1985; Kuczius & Groschup, 1999).

Zur Klarung der Funktion des PrP® sowie fiir Transmissions- und Pathogenesestudien wurden
zunehmend auch transgene Mausmodelle eingesetzt, die Modifikationen des PrP-Genes
aufweisen. Dabei kommen transgene Mausmodelle ohne funktionsfahiges Prionprotein,

(PrPO’O-Mause) (Bueler et al., 1993), wie auch solche die beispielsweise ovines (Crozet et al.,
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2001), bovines (Scott et al., 1997; Buschmann & Groschup, 2005), humanes (Telling et al.,
1995) oder Hamster PrP (Race et al., 1995) exprimieren, sowie PrP-liberexprimierende Mause
zum Einsatz (Fischer et al., 1996).

Trotz des groRen wissenschaftlichen Wertes von Tiermodellen erscheint es wiinschenswert,
Tierversuche im Hinblick auf den erheblichen Pflegeaufwand, die hohen Kosten, den grofRen
Zeitaufwand, den begrenzten Probendurchlauf und nicht zuletzt aus ethischen Griinden
maoglichst weitgehend zu ersetzen. Erst kiirzlich wurde eine neue européische Richtlinie zum
Schutz von flr wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tieren erlassen, die dem Wohl von
Tieren als ein Wert der Union weitergehend Rechnung tragt (Européisches Parlament und Rat
der Européischen Union, 2010) Daher kommt der Entwicklung von zellbasierten und

zellfreien Modellsystemen in vitro zukinftig noch erheblichere Bedeutung zu.

1.4.2. Zellbasierte Assays

In der experimentellen Forschung stehen bisher nur relativ wenige fiir Prioninfektionen
empfangliche Zellkulturmodelle zur Verfligung, die die Propagation von Prion-Stdmmen
unterstutzen. Erste erfolgreiche Infektionsversuche an Maus-Neuroblastoma (N2a)-Zelllinien
wurden Ende der 1980er Jahre von den Arbeitsgruppe von Chesebro und Prusiner
durchgefuhrt (Race et al., 1987; Butler et al., 1988). N2a-Zellen unterstitzten die Replikation
von maus-adaptierten RML-Prionen und sind die bis heute am hdaufigsten in der
Prionforschung verwendeten Zelllinien. Durch gentechnische Modifikationen von N2a-Zellen
ist es auch gelungen, eine PrP®-iiberexprimierende Zelllinie mit erhohter Prionsuszeptibilitat
zu etablieren (Nishida et al., 2000). Die neuronale GT1-Zelllinie konnte ebenfalls
persistierend mit RML-Prionen infiziert werden und stellt ein weiteres in vitro Modell der
Prionreplikation dar (Schéatzl et al., 1997). Im Jahre 2004 entwickelten Cronier et al. ein
Infektionsmodell fur ovine 127S-Scrapie-Prionen unter Verwendung von primaren Zellen
einer Schaf-PrP exprimierenden transgenen Maus (Cronier et al., 2004).

Die genannten Zellkultursysteme bieten neue Moglichkeiten fir die Erforschung von Prionen
und Prionkrankheiten, allerdings im wesentlichen nur flir mausadaptierte TSE-Erreger. Flr
Infektionsversuche mit Hamsterprionen wie beispielsweise dem hdufig verwendeten 263K

Scrapie-Stamm stehen nach nur einer bereits lange zuruickliegenden Publikation auf diesem
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Gebiet (Taraboulos et al., 1990) bisher keine allgemein zugénglichen Zellkultursysteme zur

Verfligung.

1.4.3. Zellfreie Amplifikation von fehlgefaltetem, aggregierten Prionprotein

mittels ,, Protein Misfolding Cyclic Amplification

Zum sensitiven in vitro Nachweis von PrP*-Keimen sowie zum besseren Verstandnis des
Konversionsmechanismus des Prionproteins und der chemischen Zusammensetzung
infektioser Prionen wurde eine Technik entwickelt, die die Prionreplikation zellfrei im
ReagenzgefaR nachstellt. Bei dieser Reaktion, der,, Protein Misfolding Cyclic Amplification*
(PMCA), wird PrP® durch die Keimaktivitit von pathologischem Prionprotein in
fehlgefaltetes, aggregiertes und Proteinase K-resistentes Prionprotein (PrPres) umgewandelt
(Saborio et al., 2001; Soto et al., 2002). Die PMCA-Reaktion besteht aus einem sich
wiederholenden zweiphasigen Zyklus, der sich aus einer bei 37 °C ablaufenden Inkubations-
und Beschallungsphase zusammensetzt. Das Prinzip der PMCA ist in Abbildung 8 dargestellt.
PrP*°-Polymerisationskeime werden in einem Uberschuss an PrP® (Hirnhomogenat
uninfizierter Tiere) inkubiert. Dabei lagern sich strukturkonvertierte PrP-Monomere an
PrP**-Keime an. Durch Ultrabeschallung werden die so ,,gewachsenen PrPres-Aggregate
fragmentiert, wodurch in der nachfolgenden Inkubation eine erhéhte Zahl von Keimen fiir die
PrP-Konversion vorliegt. (Saborio et al., 2001). Durch die mehrmalige Wiederholung dieser
Zyklen in einem manuellen oder programmierbaren Ultraschallgerat wird PrP© im Verlauf der
PMCA effektiv in PrPres tberflhrt, welches dann als Amplifikationsprodukt im Western Blot

nachgewiesen werden kann.
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I)ﬂ

Vermehrung

Keim-
Beschallung

Abb. 8: Schematische Darstellung des Prinzips der PMCA (nach Soto et al., 2002). Bei
der PMCA werden PrP>*-Keime in einem Uberschuss an PrP© zyklischen Abfolgen von
Inkubations- und  Beschallungsphasen unterzogen. Dabei erfolgt in der
Inkubationsphase das Wachstum PK-resistenter PrP-Aggregate durch Anlagerung von
strukturkonvertierten PrP®-Molekiilen. In der darauf folgenden Ultraschallphase werden
die Aggregate fragmentiert und neue Amplifikationskeime freigesetzt, die dann
ihrerseits wieder unter Anlagerung von konvertiertem PrP® zu groReren PrPres-
Aggregaten heranwachsen.

Durch technische Verbesserungen wurde die PMCA in den vergangenen Jahren zur seriellen
PMCA weiterentwickelt (Abbildung 9). Dabei wird ein Aliquot des PMCA-Reaktionsansatzes

nach einer spezifischen Anzahl von Inkubation- und Beschallungsphasen in frisches
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Hirnhomogenat von uninfizierten Spendertieren Uberfihrt und weiteren PMCA-Zyklen

unterzogen.

In der seriellen PMCA kann der Ursprungskeim schlieBlich so stark verdiinnt werden, dass
das im Western Blot nachweisbare PK-resistente Prionprotein ausschliellich aus
neugebildetem PrPres besteht. Auf diese Weise war es moglich eine zellfreie autokatalytische

in vitro-Vermehrung von PrPres nachzuweisen (Bieschke et al., 2004).

Serielle PMCA Verdiinnung in
frischem HN (PrPC)

>
>
-0®

Hirnhomogenat von PMCA - Zyklen ~—] [—] —
uninfizierten Tieren (IUEFF:\)SChaH/
N nkubation
: —)> i% i % -
PrPsc.Keim neue Keime
aus PrPres
1. PMCA - 2. PMCA - 3. PMCA -

Runde Runde Runde

Abbildung 9: Schematische Darstellung der seriellen PMCA (nach Bieschke et al., 2004,
Caughey et al., 2009). Ein Aliquot einer PMCA-Probe, welche bereits mehrere PMCA-
Zyklen (Inkubation/Ultraschall) durchlaufen hat wird bei der seriellen PMCA in
frischem PrPC-haltigem Hirnhomogenat verdiinnt und anschlieBend weiteren PMCA-
Zyklen unterzogen. Dies kann im Prinzip unter ,Herausverdiinnung™ des
Ursprungskeimes beliebig haufig durchgefiihrt werden.

Neuere Untersuchungen mit Hilfe der PMCA haben inzwischen gezeigt, dass fur eine
effiziente Amplifikation von PrP*/PrPres-Keimen neben PrP® noch andere zelluldre Faktoren
im Normalhirnsubstrat wie Nukleinsauren, Lipide oder Glykosaminoglykane von Bedeutung
sind bzw. sein kdnnen (Deleault et al., 2003; Deleault et al., 2007; Goggin et al., 2007). So
konnte beispielsweise durch Zusatz von RNA die Effizienz der PMCA in verschiedenen

Studien deutlich gesteigert werden (Deleault et al., 2003; Deleault et al., 2005).

Anhand tierexperimenteller Studien konnte gezeigt werden, dass in der PMCA generiertes
PrPres infektios ist und in Reportertieren eine TSE-Erkrankung auslést (Castilla et al., 2005;
Weber et al., 2006).
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Im Prinzip l&sst sich mit der automatisierten seriellen PMCA die Keimaktivitét (engl.: seeding
activity) von TSE-assoziiertem Prionprotein mit einer Sensitivitdt nachweisen, die der
Erregertitration im Tierversuch um mehrere GroRenordnungen tberlegen ist (Bieschke et al.,
2004; Soto et al., 2005; Weber et al., 2006). Zu Beginn dieser Arbeit war jedoch noch kein
Verfahren publiziert, mit dessen Hilfe es moglich gewesen waére, die Keimaktivitat von TSE-
assoziiertem Prionprotein mengenmaRig zu bestimmen und als quantitativen biochemischen

Indikator fur die biologische Prioninfektiositat zu nutzen.

1.5. Desinfektion von TSE-Erregern

TSE-Erreger zeichnen sich durch eine ungewdhnlich hohe Toleranz gegeniber
konventionellen Verfahren zur chemischen und physikalischen Erregerinaktivierung aus
(Taylor, 2000). Sie besitzen eine ausgepragte Thermostabilitat bei trockener Hitze und sind
weitgehend resistent gegen ionisierende und ultraviolette Bestrahlungen (Brown et al., 1990).
Herkdmmliche Desinfektionsmittel wie Formalin, Ethanol oder Aceton sind fir die
Inaktivierung ungeeignet. Alkohole haben sogar einen stabilisierenden und fixierenden Effekt
auf TSE-Erreger (Taylor, 2000; Prior et al., 2004). Dem gegeniiber zeigen Reagenzien,
welche Proteine degradieren oder denaturieren wie z.B. Natriumhydroxid (NaOH),
Natriumhypochlorit (NaOCI) oder Guanidiniumthiocyanat (GAdnSCN) eine starke Aktivitat
gegen Prionen (Brown et al., 1986; Taylor et al., 1994; Manuelidis, 1997).

Humane TSE konnen zwar nicht durch bloflen Kontakt zwischen Menschen Ubertragen
werden. Es besteht jedoch ein potentielles Risiko fir Erregeriibertragungen etwa durch
kontaminierte chirurgische Instrumente (Lemmer et al., 2008; Beekes et al., 2010).In
Deutschland werden jéahrlich ca. 14 Millionen Operationen und mehr als 3 Millionen
diagnostische endoskopische Untersuchungen in Krankenhdusern durchgefihrt. Hinzu
kommen Operationen und invasive Eingriffe der ambulanten Chirurgie sowie Untersuchungen
mit flexiblen Endoskopen in den Praxen niedergelassener Arzte. Die dabei verwendeten
Medizinprodukte werden im Sinne minimalinvasiver Chirurgie immer komplexer, mit schwer
zu reinigenden und zum Teil nicht einsehbaren Oberflachen. Zudem nimmt die Zahl
thermolabiler Medizinprodukte, die z. B. auch in der Neurochirurgie zum Einsatz kommen,
zu. Die praktische Erfahrung zeigt, dass der Verdacht auf eine Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung
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oder andere potentiell Gbertragbare Krankheit nicht immer im Vorfeld von invasiven
medizinischen Eingriffen gedulert wird bzw. werden kann.

Insgesamt stellt die Entwicklung materialvertréglicher und fir die Routineanwendung
geeigneter Anti-Prion Desinfektionsmittel mit moglichst gleichzeitiger Wirkung auch gegen
Bakterien, Viren wund Pilze eine erhebliche Herausforderung dar. Bisher fir
Desinfektionszwecke eingesetzte Verfahren haben u. a. folgende Einschrdnkungen:
Begrenztes  Wirkungsspektrum, lange Einwirkzeiten/Prozesszeiten, proteinfixierende
Eigenschaften, Belastungen fur den Anwender, mangelhafte Materialvertraglichkeit sowie
begrenzte Stabilitdt der Formulierung. Wiinschenswert ware daher die Entwicklung von
Formulierungen bzw. Verfahren, die diese Einschrankungen nicht, oder zumindest in deutlich

geringerem MaRe, aufweisen.

Mehrere Untersuchungen zeigten hohe Bindungsaffinitdaten von Prionen an Stahl (Zobeley
et al., 1999; Flechsig et al., 2001). Daher wurde in mehreren Dekontaminationsstudien mit
Hilfe von Prifkorper-Assays (in denen Stahlstifte die Oberflache chirurgischer Instrumente
simulierten) die Wirkung diverser Desinfektionsmittel gegen Anschmutzungen des
pathologischen Prionproteins PrP> getestet (Fichet et al., 2004; Lemmer et al., 2004;
Fichet et al., 2007). Am Robert Koch-Institut wurden von Lemmer et al., (2004) bei diesen
Untersuchungen 5mm lange Stahistifte durch Inkubation in 263K Scrapie-haltigem
Hamsterhirnhomogenat kontaminiert, mit unterschiedlichen Dekontaminationsmitteln
behandelt und dann auf die Ablésung, Degradation und Destabilisierung von PrP>° untersucht
(Lemmer et al., 2004). In einer Folgestudie wurden anschlielend die Restinfektiositaten an
den Stahlstift-Prifkorpern im Hamster-Bioassay bestimmt (Lemmer et al., 2008). Dabei
zeigte sich, dass eine sehr effektive Dekontamination der Prufkorper mit detergenzhaltigen
alkalischen Losungen (pH-Wert: 13) erzielt werden konnte. Aufbauend auf diese und andere
Desinfektionsstudien an Prionen ist es vor kurzem gelungen, hamster-adaptierte Scrapie-
Erreger erfolgreich als Modellpathogene fir die Entwicklung neuer Formulierungen zur
hochwirksamen Desinfektion auch von Bakterien, Viren und Pilzen zu nutzen
(Lehmann et al., 2009; Beekes et al., 2010).
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1.6. Zielstellung

Der sicheren Aufbereitung von chirurgischen Instrumenten und Medizinprodukten kommt in
Krankenh&usern und Arztpraxen sowohl fiir den vorsorgenden Patientenschutz als auch im
Hinblick auf Kosteneffizienz eine herausragende Bedeutung zu. Dabei weisen Prionen
aufgrund ihrer ungewohnlichen Resistenz gegentber herkémmlichen Inaktivierungsmethoden
eine Sonderstellung unter den Krankheitserregern auf. Sie stellen deshalb einerseits hohe
Anforderungen an die Desinfektion chirurgischer Instrumente, eignen sich andererseits aber
gerade aus diesem Grunde auch als potentiell aussagekraftige Testerreger bei der Suche nach
neuen Breitspektrumdesinfektionsmitteln mit gleichzeitiger Aktivitat gegen Bakterien, Viren
und Pilze.

Vor diesem Hintergrund sollte die vorliegende Arbeit einen Beitrag dazu leisten, die
Wirksamkeit von  Desinfektionsmitteln  gegen  Prioninfektiositdt an  praxisnahen
Stahlstiftprufkorpern ohne den Rickgriff auf Tierversuche zuverldssig bestimmen zu kénnen.
Zentrales Ziel war es, in vitro-Ersatzmethoden flr Prion-Bioassays in Nagetieren bei
Desinfektionsstudien an Prionen zu entwickeln und zu validieren.

Auf unterschiedlichen Wirkprinzipien beruhende Desinfektionsverfahren sollten zunéchst
in vitro auf ihre Wirksamkeit gegen die Keimaktivitat (engl.: seeding activity) von Scrapie-
assoziiertem Prionprotein an Prion-kontaminierten Stahlstiftprifkorpern getestet werden. Mit
Hilfe der Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) sollte die nach der Desinfektion
an den Prufkorpern verbleibende Keimaktivitat des pathologischen Prionproteins
mengenmalig bestimmt und als moglicher quantitativer biochemischer Indikator fir die
Prioninfektiositat geprift werden. Zusétzlich war beabsichtigt, ein Zellkultursystem zum
biologischen in vitro-Nachweis residualer Keimaktivitdit des Prionproteins an
Stahlstiftprufkdrpern aufzubauen.

Die nachgewiesene Keimaktivitat des Scrapie-assoziierten Prionproteins sollte schlie3lich mit
bereits fruher erhobenen Bioassay-Daten zur Reduktion infektitser Priontiter durch die
verwendeten Desinfektionsverfahren verglichen werden, um auf diese Weise die Aquivalenz
bzw. Uberlegenheit der in dieser Arbeit etablierten in vitro-Verfahren im Vergleich zum

Tierversuch abzuschétzen.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1 Laborgeréate, Apparaturen und Hilfsmittel

Tabelle 3: Laborgerate, Apparaturen und Hilfsmittel.

Gerat

Hersteller

Blotapparatur
= Fast Blot

Biometra (Gottingen, D)

CO,-Inkubator
= Hera Cell 150i

Thermo Scientific (Langenselbold, D)

Elektrophoresesystem
= Mini Protean 1™

Bio-Rad (Minchen, D)

Film-Entwickler
= Curix 60

Agfa (Dusseldorf, D)

Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM
510 META (cLSM)

Carl Zeiss (Oberkochen, D)

HBSI Heizband

Roth (Karlsruhe, D)

Horizontalschittler
= GFL 3016
= Polymax 1040
= Gyro Rocker SSL3

Karow (Berlin, D)
Heidolph (Schwabach, D)

Bibby Scientific (Staffordshire, UK)

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld (Lauda-Kodnigshofen, D)

pH-Meter
* pH 211 Mikroprozessor

Hanna Instruments (Aachen, D)

PMCA-Gerét
= Sonicator 3000-MPD

Misonix (Farmingdale, USA)

Potter Homogenisierer

BBraun (Melsungen, D)

Schiittelwasserbad
* Typ WNB22 + SV 1422

Memmert (Schwabach)

Stabsonicator
= Sonopuls HD 2070

Bandelin (Berlin, D)
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Gerat

Hersteller

Sterilbank

Herasafe KSP 12
Herasafe KS 18

Thermo Scientific (Langenselbold, D)
Thermo Scientific (Langenselbold, D)

Sterilisationsapparatur

Resistometer HP

MMM  Minchener Medizin Mechanik
(Planegg, D)

Thermomixer
Thermomixer Comfort

Thermomixer Compact

Eppendorf (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Vortexgerat

Model VF2

Janke & Kunkel (Freiburg, D)

Waagen

Model Excellent
Model PC 4400 Delta Range

Sartorius Research (Gottingen, D)
Mettler-Toledo (Giessen, D)

Warmeschranke

Model T 5042

Heraeus (Osterode, D)

Wasserbadsonicator
Sonorex RK 102 P

Bandelin (Berlin, D)

Zentrifugen

Heraeus Labofuge 400

Heraeus Sepatech Varifuge 3.0R
Heraeus Biofuge pico

Optima max Ultrazentrifuge

Thermo Scientific (Langenselbold, D)
Heraeus (Osterode, D)

Thermo Scientific (Langenselbold, D)
Beckman Coulter (Fullerton, USA)

2.1.2. Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien.

Reagenz

Hersteller

Acrylamid: Rotiphorese® 40 [37,5:1]

Roth, (Karlsruhe, D)

Ammoniumpersulfat (APS)

Roth (Karlsruhe, D)

Cidex® OPA

Johnson & Johnson (Gargrave, UK)
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Reagenz

Hersteller

D-(+)-Glucose; 99,5 % GC

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Guanidiniumthiocyanat (GndSCN)

Merck (Darmstadt, D)

Glutardialdehyd (25 %)

Merck (Darmstadt, D)

Glycin

Serva (Heidelberg, D)

Magermilchpulver

Sucofin

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Methanol

Roth (Karlsruhe, D)

Natriumchlorid (NaCl)

Roth (Karlsruhe, D)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Serva (Heidelberg, D)

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck (Darmstadt, D)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5)

Merck (Darmstadt, D)

Neodisher® Septo Clean

(alkalischer Reiniger)

Dr. Weigert (Hamburg, D)

Paraffin Roti® Plast

Roth (Karlsruhe, D)

Peraclean® (Peressigsaure)

Evonik Degussa (Essen, D)

Phenylmethanesulfonylfluorid
0,1 M (PMSF)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Poly-L-Lysin hydrobromid
(MW?70000-15000)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

1-Propanol

Merck (Darmstadt, D)

N-Lauroylsarcosin, 30 % (Sarcosyl)

Serva (Heidelberg, D)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth (Karlsruhe, D)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Triton X-100

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Tween 20%

Serva (Heidelberg, D)

Die Chemikalien wurden in pro analysis-Qualitat verwendet.
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2.1.3. Losungen und Puffer

Tabelle 5: Lésungen und Puffer.

Losung/Puffer Bestandteile
Assaypuffer 100 mM NaCl
100 mM Tris

pH 9,5 mit HCI eingestellt

Blockierungspuffer

3 % (w/v) Magermilchpulver
0,05 % (w/v) Tween 20
ad TBS

Konversionspuffer

4 mM EDTA

1 % (v/v) Triton X-100

1 Thl. Protease Inhibitor Cocktail Mini Mix
auf 10 ml Puffer

ad PBS

pH 7,4 mit NaOH eingestellt

Laemmli-Elektrophoresepuffer

25 mM Tris

0,1 % (w/v) SDS
192 mM Glycin
pH 8,3-8,7

2 x Laemmli-Probenpuffer (LPP)

125 mM Tris

4 % (w/v) SDS

20 % (w/v) Glycin

0,05 % (w/v) Bromphenolblau
10 % (v/v) Mercaptoethanol
pH 6,8 mit HCI eingestellt

PBS

8 mM Na;HPO,

1,5 mM KH,PO,

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

pH 7,4 mit HCI eingestellt

Sammelgelpuffer

0,5M Tris
pH 6,8 mit HCI eingestellt
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Lésung/Puffer

Bestandteile

SDS/NaOH zur Desinfektion

0,3 % (w/v) NaOH
0,2 % (w/v) SDS
pH~ 13

TBS

50 mM Tris
150 mM NaCl
pH 7,4 mit HCI eingestellt

TBST

0,05 % (w/v) Tween 20°
in1xTBS

Transferpuffer

48 mM Tris

38 mM Glycin

0,037 % (w/v) SDS

pH9,0-9,2

20 % (v/v) Methanol (vor Gebrauch

zugesetzt)

Trenngelpuffer

1,5 M Tris
pH 8,8 mit HCI eingestellt

Alle Lésungen wurden mit ddH,O angesetzt.

2.1.4. Antikorper, Fluoreszenzfarbstoffe, Immunokits und Enzyme

Tabelle 6: Antikdrper, Fluoreszenzfarbstoffe, Immunokits und Enzyme.

Reagenz

Hersteller

Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Rabbit IgG

Invitrogen (Eugene, USA)

Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rat IgG

Invitrogen (Eugene, USA)

Goat Anti-Mouse IgG/AP

Dako (Hamburg, D)

CDP-Star® Tropix

Applied Biosystems (Foster City, USA)

3F4 1gG

Eigene Hybridomazelllinie

Isolectin GS-1B,4 aus Griffonia simplicifolia,

Alexa Fluor® 488 conjugate

Invitrogen (Eugene, USA)

ICSM-18 1gG

D-Gen (London, UK)
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Reagenz Hersteller
Rat Anti-Mouse F4/80 IgG ADbD Serotec (Oxford, UK)
Rabbit Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein | pako (Hamburg, D)
(GFAP)
Normal Goat Serum (NGS) Dako (Hamburg, D)
Proteinase K aus Tritirachium album Roche (Mannheim, D)
PNGaseF New England Biolabs (Beverly, USA)
2.1.5. Medien
Tabelle 7: Medien.
Zellmedium Zusammensetzung
DMEM mit 4,5 g/l D-Glucose Biochrom AG (Berlin, D)
DMEM/HAM's F12 (1:1) Biochrom AG (Berlin, D)
Gliazellen Isolation Medium (GIM) 10 % (v/v) FKS-Superior
0,6 % (v/v) D-Glukose
3 mM Natriumhydrogencarbonat
2 mM Glutamin
Penicillin/Streptomycin
(100 U/m1/100 pg/ml)
0,5 pug/ml Partrizin
Dulbecco’s  modified eagle medium

(DMEM)

Gliazellen Wachstums Medium (GWM)

10 % (v/v) FKS-Superior
2 mM Glutamin
Penicillin/Streptomycin
(200 U/m1/100 pg/ml)
0,5 pug/ml Partrizin

ad DMEM

Neurobasal™ Medium

Invitrogen (Eugen, USA)
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Zellmedium Zusammensetzung
Neuronenmedium 2 % (viv) B27
2 mM Glutamin

Penicillin/Streptomycin
(100 U/mI/100 pg/ml)
0,5 pg/ml Partrizin

ad Neurobasal Medium

Neurosphédren-Medium (NSPM)

2 % (viv) B27

10 mM HEPES

20 pg/ml Insulin (50 g in 4 mM HCI gel6st)
Penicillin/Streptomycin

(100 U/mI1/100 pg/ml)

0,5 pg/ml Partrizin

20 ng/ml EGF

20 ng/ml bFGF

ad DMEM/Ham’s F12

PBS/Glukose

0,6 % (v/v) D-Glucose
Penicillin/Streptomycin
(100 U/mI/100 pg/ml)
0,5 pg/ml Partrizin

ad PBS

PBS/Glukose/FKS

10 % (v/v) FKS-Superior
0,6 % (v/v) D-Glucose
Penicillin/Streptomycin
(200 U/m1/100 pg/ml)
0,5 png/ml Partrizin

ad PBS
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2.1.6. Antibiotika, Zusatze und Farbstoffe

Tabelle 8: Antibiotika, Zusatze und Farbstoffe.

Reagenz

Hersteller

B27

Invitrogen (Eugen, USA)

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

4,6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid
(DAPI)

Roth (Karlsruhe, D)

Fotales Kélberserum (FKS-Superior)

Biochrom AG (Berlin, D)

Insulin

Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

L-Glutamin (200 mM)

Biochrom AG (Berlin, D)

Partrizin (50 pg/ml)

Biochrom AG (Berlin, D)

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)

Biochrom AG (Berlin, D)

Rekombinanter humaner

Wachstumsfaktor (EGF [0,1 pg/ul])

epidermaler

PAN Biotechnologie (Aidenbach, D)

Rekombinanter humaner Fibroblasten

Wachstumsfaktor - Basis (0FGF [0,1 pg/ul])

PAN Biotechnologie (Aidenbach, D)

Trypanblau 0,5 %

Biochrom AG (Berlin, D)

Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %)

Biochrom AG (Berlin, D)

ETM

TrypL Select

Invitrogen (Eugen, USA)

2.1.7. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Edelstahldraht, g 0,25 mm

Forestadent (Pforzheim, D)

PMCA
» Einmal Injektions-Kaniile, 20 G
= Einmalspritze Omnifix®-F, 1 ml

= Glasperlen, 2 0,75 -1 mm

Braun (Emmenbriicke, CH)
Braun (Bad Arolsen, D)
Roth (Karlsruhe, D)
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Verbrauchsmaterial

Hersteller

Reaktionsgefalie

Safe Lock
1,5 ml
2 ml

Ultrazentrifugen Gefélie

Eppendorf (Hamburg, D)

Brand (Wertheim, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Beckman Coulter (Fullerton, USA)

Rontgenfilme

Amersham Hyperfilm™ ECL

GE Healthcare Limited (Buckinghamshire,
UK)

Transfermaterial

Filterpapier
PVDF-Transfermembran

(PorengroRe 0,45 pum)

Development-Folder

Schleicher Schuell (Kent, UK)
Millipore (Neu-Isenburg, D)

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Zellkultur

12 Well-Plates

Serologische Pipetten (1 ml, 2 ml, 5
ml, 10 ml, 25 ml)

Zellkulturflasche (175 cm?, 75 cm?)
Zellsieb, 40 um PorengréRe
Deckplattchen rund, 20 mm
Objekttréager 76 x 26 mm

TPP (Trasadingen, CH)
TPP (Trasadingen, CH

Nunc (Roskilde, DK)

BD Falcon (Bedfort, USA)
Roth (Karlsruhe, D)
Engelbrecht (Edermiinde, D)
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2.2. Methoden

2.2.1. Tierexperimentelle Methoden

Alle tierexperimentellen Arbeiten oder die Verwendung von Materialien aus Tieren erfolgten
auf der Grundlage genehmigter Tierversuche bzw. registrierter Totungsanzeigen und nach
Maligabe der Vorschriften und Richtlinien zum Tierschutz. Syrische Hamster beiderlei

Geschlechts wurden von Charles River Laboratories erworben.

2.2.1.1. Perfusion und Entnahme normaler Hamsterhirne fiir die PMCA

Hirnhomogenate von nicht infizierten syrischen Hamstern dienten als PrP®-haltiges Substrat
fur die PMCA. Die Hirnpréparation erfolgte in der Regel aus Hamstern im Alter von
12-15 Wochen. Da Blutreste in den Hirnen moglicherweise die PMCA-Reaktion
beeinflussen konnen, wurde eine transkardiale Perfusion euthanasierter Spendertiere mit
30 ml einer 5 mM EDTA/PBS-L6sung (pH 7,4) durchgefihrt. Im Anschluss wurden die Hirne
entnommen, mittels eines Einmalskalpells zerkleinert und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -70 °C.

2.2.1.2. Herstellung von 10 %igem Hirnhomogenat uninfizierter Hamster

Das Substrat fir die PMCA-Reaktionen wurde immer frisch angesetzt. Alle Arbeitsschritte
erfolgten zlgig und auf Eis, um eventuell im Homogenat ablaufende Abbauprozesse zu
inhibieren. Zur Vermeidung von Prionkontaminationen aus der Laborumgebung wurden
gestopfte Spitzen und Pipetten verwendet und das Potterbesteck vor der Nutzung 5 min in
0,2 % SDS/0,3 % NaOH behandelt. Die vorbereiteten Hirne wurden auf Eis aufgetaut und in
5 ml eiskaltem Konversionspuffer mittels des Potter Homogenisierers zu einer homogenen
Lésung verarbeitet. Durch Auffullen mit Konversionspuffer auf ein Gesamtvolumen von
10 ml (1 Hamsterhirn hat eine Masse von ca. 1 g) wurde ein 10 %iges (w/v) Hirnhomogenat
hergestellt, welches in einer Heraeus Varifuge 3.0 R fir 5 min bei 3000 rpm und 4°C

zentrifugiert wurde um unlésliche Bestandteile zu entfernen. Der Uberstand der
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Hirnhomogenate wurde gepoolt und anschlieBend in gebrauchsfertige Aliquots abgefillt. Die

Lagerung des Normalhirnhomogenates (H") erfolgte bis zur Nutzung bei -70 °C.

2.2.1.3. Herstellung von 10 %igem 263K Scrapie-Hamster-Hirnhomogent

Syrische Hamster wurden intrazerebral (i.c) mit dem Hamster adaptierten Scrapie Stamm
263K inokuliert. Dabei wurden 50 pl eines 10 %igen (w/v) Hirnhomogenats von an 263K
Scrapie erkrankten Tieren verimpft. Nach durchschnittlich ca. 80 — 90tagiger Inkubationszeit
post infectionem wurden die Hirne im Kklinischen praterminalen Erkrankungsstadium isoliert,
in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert.
Die Herstellung von 10 %igem (w/v) Hirnhomogenat aus an 263K Scrapie erkrankten
Hamstern als Keimmaterial fur die PMCA erfolgte unter einer Sicherheitsbank der Stufe 2.
Die bei -70 °C gelagerten Hirne wurden aufgetaut, in 4 ml TBS mittels eines Stabsonicators
beschallt bis eine homogene Ldsung entstanden war. Das Homogenat wurde mit TBS auf ein
Gesamtvolumen von 10 ml aufgefillt und anschliel3end aliquotiert. Die Lagerung des Scrapie-
Hirnhomogenats (H®) erfolgte bis zum Gebrauch bei -70 °C.

Zur Mengenangabe wurde die Einheit ,Hirndquivalent (HA) definiert. 1 HA entspricht 1 g
Hamster-Hirngewebe, welches bei einem terminal an Scrapie erkrankten Tier etwa 100 pg
PrP*° enthalt (Beekes et al., 1996). Entsprechend des Molekulargewichtes von PrP sind dies
circa 2 x 10* PrP**-Molekiile.

2.2.2. Biochemische Methoden

2.2.2.1. In vitro Stahlstift-Assay zur Priondesinfektion

Fir die Testung der Wirksamkeit von Desinfektionsmittelformulierungen wurden Prifkdrper
aus Edelstahl zur Simulation der Oberflache chirurgische Instrumente verwendet.

Der Edelstahldrant wurde in 5mm lange Stifte geschnitten und in 2 %igem (v/v)
Triton X-100 fir 15 min zur Reinigung mittels eines Wasserbadsonicators ultrabeschallt. Im
Anschluss wurden die Prifkorper mit destilliertem Wasser mehrfach gewaschen, getrocknet
und in einem Dampfautoklaven bei 121 °C fur 20 min sterilisiert.

Die nachfolgenden Arbeiten fanden unter einer Sicherheitswerkbank statt. Um eine

Kontamination von chirurgischen Instrumenten mit Prionen im Prifkorper-Assay zu
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simulieren wurden die Stahlstifte mit H® inkubiert. Gruppen von 15 Test-Stahlstiften wurden
jeweils in 100 pl 10 %igem H® fir 2,5 h bei 37 °C und 700 rpm in einem Thermomixer
geschiittelt. Kontroll-Stifte wurden in 10 %igem H", und Referenz-Stifte in seriellen
1:10-Verdiinnungen von H® (mit 10™ bis 10° HA/mI) wie oben genannt inkubiert. Nach
Entfernung des Homogenats wurden die Test-, Kontroll- und Referenzstifte in Petrischalen
uberfiihrt, vereinzelt und tGber Nacht bei Raumtemperatur (RT) getrocknet.

Am  ndchsten Tag wurden die  Teststifte mit den zu  prifenden
Desinfektionsmittelformulierungen behandelt. Die Desinfektion erfolgte in einem Volumen
von 1,5ml und wurde entsprechend der in Tabelle 10 aufgefuhrten Temperaturen und
Inkubationszeiten in einem Thermomixer bei 700 rpm durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die
Stahlstifte unter stdndigem Schitteln mit destilliertem H,O gewaschen. Dies erfolgte einmal
fir 1 min und weitere viermal fir 10 min in einem Volumen von 45 ml. Danach erfolgte eine
erneute Vereinzelung in Petrischalen und Trocknung der Stifte Uber Nacht unter der
Sterilbank. Zur Untersuchung der Keimaktivitdt wurden die Test-, Kontroll- und
Referenzstifte in mit Glaskigelchen vorbereitete PMCA Reaktionsgefalie einsortiert und bei
-70 °C bis zum Start der PMCA gelagert.
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Tabelle 10: Uberblick tGber die Desinfektionsverfahren, denen die mit 263K Scrapie
Hirnhomogenat kontaminierten Prifkorper unterzogen wurden.

Reagenz Konzentration Zeit (min) Temperatur (°C)
NaOH 1M 60 23
NaOClI 2,5 % (VIV) 60 23
Guanidiniumthiocyanat 4 M 10 23
5 23
SDS/NaOH 0,2 %/0,3 % (w/v)
10 23
0,2 %/0,3 % (w/v)/

SDS/NaOH/Propanol 10 23

20 % (v/v)
1% (viv) 60 23
Alkalischer Reiniger 5 55

0,5 % (v/v)
10 55
60 90

SDS 5 % (w/v)
60 23

Glutardialdehyd (pH 7,0),
) 2 % (VIv) 10 55
mit 0,1 M Phosphatpuffer

Glutardialdehyd (pH 4,6) 2 % (vIV) 10 23
Cidex® OPA 100 % (v/v) 10 23
Peressigsaure 0,25 % (v/v) 60 23

2.2.2.2. Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA)

2.2.2.2.1. Verfahren | — Basisprotokoll

Als Grundlage fur die PMCA dienten publizierte Arbeiten von Saborio et al., (2001),
Soto et al., (2002), Bieschke et al., (2004) und Weber et al., (2006). Das Substrat der PMCA,
10 %iges Hamster-Hirn-Homogenat (H"), wurde fur das Basisprotokoll aus frisch
perfundierten und auf Eis gelagerten Hirnen hergestellt. Die in 10 ml Konversionspuffer
homogenisierten Hirne wurden fir 10 sec bei 1000 rpm zentrifugiert und vereinigt. Um
identisches PMCA-Substrat fur mehrere Experimente zur Verfligung zu haben wurden
HM-Pools aus bis zu 100 Hirnen hergestellt.

Eine PMCA-Reaktion bestand aus repetitiven Zyklen von 59 min Inkubation und 40 sec
Beschallung. 48 Zyklen bildeten eine PMCA-Runde, in deren Anschluss eine 1:5 Verdiinnung
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der Probe in frischem 10 %igem H" und somit ein Herausverdinnen des urspriinglichen
Keimmaterials bewirkt wurde. Pro PMCA-Experiment wurden in der Regel jeweils 7 — 10
Runden a 48 Zyklen durchgefiihrt. Die Beschallung bei 160 Watt erfolgte in einem
Probenhalter im Misonix 3000 Beschallungsgerat. Dabei befanden sich die Proben in einem
auf 37°C temperiertem Wasserbad, in dem der Ultraschallkopf des Beschallungsgerates
montiert war. Die Temperaturkontrolle erfolgte hier Uber einen Wasserkreislauf, bei dem das
Wasser mittels einer Pumpe kontinuierlich zwischen dem Ultraschallgerat und einen
Thermostaten umgewalzt wurde.

Die initialen Probenansétze in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefélien bestanden zu Beginn der PMCA
aus 10 pl einer seriellen Verdiinnung von H® mit 10® bis 10 HA Keimmaterial und 90 pl

eines 10 %igen H".

2.2.2.2.2. Verfahren Il — Optimiert zur Verwendung mit Stahlstiftprifkorpern

Bei der aus dem Basisprotokoll zur Verwendung mit Stahlstiftprifkorpern weiterentwickelten
PMCA wurden vier Amplifikationsrunden mit jeweils 24 seriellen Zyklen — bestehend aus
59 min Inkubationszeit und 40 Sekunden Beschallung bei 180 Watt — durchgefihrt.

Das 10 %ige H™ wurde wie unter Punkt 2.2.1.2. beschrieben, hergestellt. Wahrend der PMCA
wurden die Proben in einer Halterung in einem mit 4 M Guanidiniumthiocyanat gefullten
Beschallungszylinder fixiert. Ein um den Zylinder gewickeltes Heizband mit Thermostat, und
die Verwendung der Ultraschallgerdte ausschlieBlich in klimatisierten Raumen sorgten fiir
eine gleichbleibende Temperatur von 37 °C.

Autoklavierte 0,5ml Safe Lock-Tubes dienten als Reaktionsgefale und wurden mit
Glaskiigelchen (g 0,75 — 1 mm), die einem Volumen von 30 pl entsprachen, beflllt. Diese
waren zuvor finfmal mit doppelt destilliertem H,O gewaschen und bei 121 °C fur 20 min
autoklaviert worden.

Als Amplifikationskeim fungierten die im Stahlstift-Assay beladenen Test-, Kontroll- und
Referenzstahlstifte. Diese wurden in 150 pl 10 %igem H" aufgenommen und der PMCA
unterworfen. Fir die Beladung der Referenzstifte wurde H>, welches vorher 40 sec beschallt
wurde, in seriellen 1:10-Verdunnungen (mit 10™ bis 10® HA/mI) verwendet. Dabei bestand
der Probenansatz der Referenzstifte aus jeweils 10 pl ,,Keim* (H®) und 140 pl Substrat (H").
Zur Vermeidung von Kontaminationen mit Prionen aus der Laborumgebung wurden die

Proben mit Parafilm umwickelt und mit geschmolzenem Paraffin-Wachs versiegelt. Nach
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Aushértung des Wachses wurden die Probengefalie in 0,2 % SDS/0,3 % NaOH-L6sung fur
5 min inkubiert.

Weitere MaRnahmen zur Vermeidung von Probenkontaminationen mit Prionen aus der
Laborumgebung waren die Verwendung von gestopften Pipettenspitzen und das Wechseln der
Handschuhe jeweils vor der Bearbeitung einer neuen Probe.

Nach jeweils 24 Zyklen wurde die PMCA-Ansétze 1:5 in frischem 10 %igem H" verdiinnt.
Die ProbengefalRe wurden dabei erneut mit 0,2 % SDS/0,3 % NaOH-L6sung desinfiziert und
anschlieBend fur 10 sec in einer Heraeus Labofuge 400 zentrifugiert. Nach Punktierung des
Probengefalideckels mit einer sterilen 20 Gauge Einmal-Kanile wurden 30 pl
Probenfliissigkeit abgenommen und in ein neues mit Glaskiigelchen und 120 pl 10 %igem H"
gefilltes Safe-lock GefaR tberflihrt. Weitere 30 ul dienten zum Nachweis des neu gebildeten
PrPres und wurden einem PK-Verdau unterzogen. Fir weitere PMCA-Zyklen wurden die
Probengefdlle erneut mit Parafilm und Paraffin versiegelt und wiederum 5 min mit
0,2 % SDS/0,3 % NaOH behandelt.

2.2.2.2.3. Proteinase K - Verdau von PMCA Proben

Um zwischen zellularem und fehlgefalteten, aggregierten und Protease-resistenten PrP
unterscheiden zu kdnnen wurde eine Proteinase K Behandlung durchgefiihrt. Dabei wird PrP®
vollstandig abgebaut, wéhrend PrPres nach der PK-Behandlung im Western Blot mit einer
Hauptbande im Molekulargewichtsbereich von 27 — 30 kDa detektiert werden kann.

Fur den PK-Verdau wurden PMCA Proben fur 1 h bei 55 °C und 450 rpm im Thermomixer
unter Anwesenheit von 1 % (v/v) Sarcosyl, 0,06 % SDS und 150 pg PK (30 ul PMCA-Probe,
6 ul PK [1 mg/ml], 3 ul 13 % Sarcosyl, 0,6 pl 4 % SDS) inkubiert, und im Anschluss 1 min
bei 13000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert um storende Aggregate zu entfernen.

Zur Inaktivierung der Proteinase K und Denaturierung des Prionproteins wurden 30 ul der
PK-verdauten Ansatze mit 30 pl 2x Laemmli-Probenpuffer versetzt und fur 10 min bei 99 °C
und 450 rpm im Thermomixer inkubiert. Anschlieend wurden 2,5 mM PMSF (1,5 ul einer
0,1 M LoOsung) zur Probe gegeben und diese bei -20°C bis zur Analyse mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blotting eingefroren.
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2.2.2.3. SDS-PAGE und Western Blotting zum Nachweis des Prionproteins

Die analytische Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch die
diskontinuierliche, denaturierende SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli 1970).
Die Elektrophorese wurde mit einem 5 %igen Sammelgel und einem 12,5 %igen Trenngel

durchgefinhrt.

Tabelle 11: Gelzusammensetzung fur 2 Gele der SDS-PAGE

Bestandteile 12,5 %iges Trenngel 5 %iges Sammelgel
H20 4,3ml 6,15 ml
Acrylamid (40 % [w/v]) 3,1ml 1,25 ml
Trenngelpuffer 2,5ml

Sammelgelpuffer 2,5 ml
SDS (20 % [wiv]) 50 pl 50 pl
APS 30 pul 50 pl

TEMED 10 pl 10 pl

Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 11 aufgezeigt. APS und TEMED wurden erst
kurz vor dem GieRRen dazugegeben, um die Polymerisationsreaktion zu starten. Das Trenngel
wurde vorsichtig mit ddH,O Uberschichtet und bei 60°C im Warmeschrank fir 30 min
auspolymerisiert. Das im Anschluss gegossene Sammelgel wurde im Warmeschrank flr
10 min verfestigt. Die Gele wurden sofort verwendet oder im Kuhlschrank in feuchte Ticher
gehullt bis zum né&chsten Tag gelagert.

Die Laufkammern wurden mit Elektrophoresepuffer befullt, 10 pl der Proben in Laemmli-
Probenpuffer in die Geltaschen pipettiert und die Auftrennung bei 15 mA pro Gel gestartet.
Nachdem die blaue Bromphenol-Lauffront das Sammelgel passiert hatte, wurde die
Stromstarke auf 20 mA pro Gel erhoht. Der Lauf wurde beendet sobald die Lauffront das
untere Ende des Gels erreicht hatte. Zusétzlich zu den Proben wurden eine Positivkontrolle
(Scrapie-Hirnhomogenat mit 1 x 10 HA/m Keimaktivitdt) und ein ProteingréRenstandard
(Low Molecular Weight-SDS Marker, GE Healthcare) mitgefthrt.

Zum Western Blot-Nachweis wurden die Proteine nach ihrer elektrophoretischen Auftrennung
im Polyacrylamidgel tiber Elektroeluation mit Hilfe des ,,semi-dry* Verfahrens auf aktivierte

PVDF Membranen mit einer PorengroRe von 0.45 pm (bertragen. Dazu wurde die PVDF
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Membran zundchst kurz mit Methanol behandelt und anschlielend zusammen mit den
Filterpapieren in Transferpuffer getrankt. Fiir das Blotverfahren wurde ein ,,Sandwich*
aufgebaut, der aus folgenden Lagen bestand. Unterste Lage in der Blotkammer war eine
Filterpapierschicht, gefolgt von der aktivierten Membran, auf die das in Transferpuffer kurz
gewaschene Gel gelegt wurde. Den oberen Abschluss des ,,Sandwichs® bildete eine weitere
Filterpapierlage. Blasen wurden aus den Filterpapierlagen herausgedriickt und anschlieRend
der Lauf gestartet. Der Protein-Transfer erfolgte je nach Blotting-Kammer bei einer
Stromstérke von 180 mA (8 Watt Kammer) bzw. 200 mA (10 Watt Kammer) fur 25 bzw.
20 min. Im Anschluss wurden die Membranen fur 1 h in Blockierungspuffer unter standigem
Schwenken inkubiert, um unspezifische Proteinbindungsstellen abzusattigen. Der
monoklonale anti-PrP-Antikdrper 3F4 wurde 1:2000 in Blockierungspuffer verdinnt und
uber Nacht bei 4 °C auf die Blotmembran gegeben. Am néchsten Tag wurde nichtgebundener
Antikorper durch dreifaches kurzes Waschen mit TBST und dreimaliges Waschen fiir 10 min
in Blockierungspuffer entfernt. Der 1:5000 in Blockierungspuffer verdinnte Alkalische
Phosphatase (AP)-konjugierte Sekundarantikérper Goat Anti-Mouse IgG wurde fiir 1,5 h bei
RT auf die Blotmembranen inkubiert. Im Anschluss wurde nicht gebundener sekundarer
Antikorper durch dreimaliges kurzes Waschen mit TBST, gefolgt von einmaligem Waschen
fur 1 h mit Blockierungspuffer entfernt. Durch zweimaliges Schwenken der Membranen in
Assaypuffer fir jeweils 5 min wurde ein pH von 9,5 firr die CDP-Star-Reaktion eingestellt.
CDP-Star wurde 1:100 in Assaypuffer verdinnt, gleichméalig auf der Membran verteilt und
fir 5min darauf belassen. Nach Entfernung der CDP-Star-Losung und Trocknung der
Membran mit Hilfe eines Blattes Zellstoff wurde die Membran zun&chst fur 1 h in einer
Filmkassette inkubiert. AnschlieBend wurde ein Rontgenfilm auf die Membran gelegt, fiir
35 — 45 min exponiert und dieser in der Entwicklungsmaschine Curix 60 (Agfa) entwickelt.

Wurde der anti-PrP-Antikérper ICSM-18 anstelle des Antikdrpers 3F4 verwendet, so erfolgte
eine Blockierung der unspezifischen Proteinbindungsstellen fir 1 h mit TBST. Der
monoklonale Antikorper ICSM-18 wurde 1:10.000 in TBST verdinnt und Uber Nacht bei
4 °C auf die Blotmembran gegeben. Uberschiissiger Antikorper wurde am néachsten Morgen
durch dreimaliges Waschen mit TBST entfernt. Danach erfolgte eine Inkubation mit dem
1:10.000 in TBST verdlnnten Sekundarantikdrper Goat Anti-Mouse 1gG/AP fur 1,5 h bei RT.
Im Anschluss wurde die Membran erneut dreimal mit TBST gewaschen und zweimal fur
5 min in Assaypuffer inkubiert. Die weiteren Schritte zur Blotfarbung nach PrP-Markierung

mit dem Antikorper ICSM-18 erfolgten wie oben fir den Antikorper 3F4 beschrieben.
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2.2.3. Quantitative Bestimmung der Keimaktivitat von Scrapie-assoziiertem
Prionprotein an Stahlstiften

2.2.3.1. Densitometrische Blot-Auswertung

Die Rontgenfilme wurden mittels des HP ScanJet G4050-Scanners digitalisiert und in ein
BMP-Format umgewandelt. Die anschlieBende densitometrische Auswertung erfolgte mit der
Software ,,Image J*, dabei wurde der Bild Typ als ,,8 bit* definiert.

Fir die densitometrische Auswertung wurden die Western Blot Bilder invertiert, die Signale
der un-, mono- und diglykosylierten Banden des PrPres im Molekulargewichtsbereich von ca.
20—-30 kDa mit einem Rahmen umschrieben, und die umschriebenen Farbeintensitaten
bestimmt. Unspezifische Hintergrundfarbung der Blotmembran wurde mit einem gleich
grollen Messrahmen ermittelt und vom Ergebnis der PrPres-Messung subtrahiert. Im
Anschluss wurden die relativen Farbeintensitaten der PrPres-Signale der 1 —4 PMCA-Runde
relativ, d. h. prozentual, zum Western Blot Signal der jeweils mitgelaufenen Blotkontrolle
(Positivkontrolle)  bestimmt.  Zur grafischen Darstellung von Ergebnissen der
densitometrischen Blotauswertung wurde das Programm Excel (Microsoft Office) verwendet.
Fehlerbalken markieren die Standardabweichungen mehrfacher Messungen bzw.
Versuchsdurchfuhrungen. Die residualen Keimaktivititen an mit Desinfektionsmitteln
behandelten Teststiften (KAts) wurden wie von Pritzkow et al. (2011) beschrieben durch
einen Vergleich mit der Keimaktivitat an Referenzstiften (KARrs) bestimmt. Die Referenzstifte
waren dabei mit seriell verdiinntem H®, das 10™'-, 10, 10°-, 10™-, 10”-, 10°®-, 107-, oder
10® HA Scrapie-Hirngewebe pro 1 ml enthielt, kontaminiert worden und wiesen bekannte
Infektiositatstiter auf. Auf dieser Grundlage wurden die bestimmten Keimaktivitaten in

mutmalliche residuale Prioninfektiositit an den Teststiften umgerechnet.

2.2.4. Zellbiologische Methoden

2.2.4.1. Isolation von priméaren Gliazellen aus Hamstern

2.2.4.1.1. Beschichten von Zellkulturflaschen mit Poly-L-Lysin

Durch Beschichtung der Polystyrol-Oberflachen der Zellkulturflaschen mit Poly-L-Lysin
wurde eine verbesserte Anheftung von priméren Zellkulturen erreicht (Huang et al., 1983).

Pro 25cm? Wachstumsfliche wurden 0,5ml Poly-L-Lysin so auf dem Boden der

Zellkulturflasche verteilt, dass die gesamte Flache benetzt wurde. Nach einer Inkubation von
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mindestens 5 min unter gelegentlichem Schwenken wurden die Flaschen zweimal mit
autoklaviertem ddH,O gewaschen, um berschissige Reste des Poly-L-Lysins zu entfernen.
Im Anschluss wurden die Zellkulturflaschen fur mindestens 1 h bei RT unter der Sterilbank

getrocknet.

2.2.4.1.2. Praparation und Aussaat der primaren Zellen

Die Isolation der Gliazellen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Lima et al.,
(2007). Neugeborene uninfizierte Hamster im Alter von 2-3 Tagen wurden durch
Dekapitation getotet und deren Gehirne entnommen. Die Hirne wurden bis zur Isolation der
Gliazellen in eiskalter PBS/Glucose-Losung aufbewahrt. Das Kleinhirn und die Meningen
wurden entfernt und das Hirn mittels eines Einmalskalpells zerkleinert. Die Hirnmasse wurde
zweimal in Gliazell-Isolations-Medium (GIM) gewaschen und bei 1000 rpm fir 3 min in
einer Heraeus Varifuge 3.0 R zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Gehirn
durch Auf- und Abpipettieren in 5ml GIM mit 5ml- und 1 ml-Pipetten mechanisch
zerkleinert bis eine homogene LOsung entstanden war. Um verbliebene Zelltriummer zu
beseitigen wurde die Losung durch ein Zellsieb mit der PorengréRe von 40 um gegeben und
im Anschluss 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Gliazellen-
Wachstums-Medium (GWM) resuspendiert und die Zelldichte durch Auszéhlen mit einer
Neubauer Z&hlkammer bestimmt. Durch eine Vitalitatsfarbung mit Trypanblau wurden die
lebenden Zellen bestimmt und die Zellzahl ermittelt. Tote Zellen weisen eine fiir Trypanblau
durchlassige Membran auf, wodurch eine Blauférbung der Zelle sichtbar wird. Bei lebenden

Zellen ist die Membran intakt, sodass der Farbstoff die Zellmembran nicht passieren kann.

Formel zur Berechnung der Gesamtzellzahl (N) pro ml:

n+n,
S
N = —~=—*V*10°*
4

n = Zellzahl in vier GroRquadraten
V = Verdunnungsfaktor
10" = Kammerfaktor
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Im Anschluss wurden 3x10° Zellen in mit Poly-L-Lysin beschichteten 175 cm?
Zellkulturflaschen in 25 ml GWM ausgesat und bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank
kultiviert.

Durch das Waschen der Zellen mit PBS am né&chsten Tag wurden Zelltrimmer und tote
Zellen entfernt. Danach wurden die isolierten Kulturen bis zur Passagierung weitere 7 Tage
bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.

2.2.4.1.3. Passagieren primérer Gliazellkulturen

Fir die Inokulation mit PrPres wurden die priméren Kulturen passagiert, um eine Zelldichte
zu erhalten, bei der eine verminderte Teilungsrate stattfindet. Die Zellen wurden zunéchst mit
10 ml PBS gewaschen und mit 2,5 ml Trypsin enzymatisch vom Zellkulturflaschenboden
abgelost. Der Verdau erfolgte fir ca. 10 min im Brutschrank bis sich die Zellen selbststandig
geldst hatten. Durch Zugabe von 20 ml GWM wurde die Reaktion gestoppt. Die Zellen
wurden resuspendiert und fir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde erneut in
10 ml GWM gelést und zur besseren Vereinzelung durch ein Zellsieb gegeben (eine
Einzelzellsuspension ist fur die Suszeptibilitit der gegentiber PrPres-assoziierter
Keimaktivitat von entscheidender Bedeutung). Im Anschluss wurde die Zellzahl bestimmt
(siche Kapitel 2.2.4.1.2.). In der Regel wurden dann 1,25 x 10°> Zellen in Poly-L-Lysin-
beschichteten 75 cm? Zellkulturflaschen in 12 ml GWM ausgesat und im Brutschrank bis zur

Infektion kultiviert.

2.2.4.2. Isolation von primaren Neuronenkulturen aus pranatalen Hamstern

Die lIsolation von Neuronen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Lima et al.,
(2007). Dazu wurden fotale Hamster 2 —3 Tage vor der Geburt aus der Gebarmutter des
Muttertieres entnommen und mittels Dekapitation getotet. Die Gehirne der pranatalen
Hamster wurden prapariert und bis zur Isolation der Zellen in eiskalter PBS/Glucose/FKS-
Losung aufbewahrt. Das Kleinhirn und die Meningen wurden entfernt, und das Hirn mittels
eines Einmalskalpells zerkleinert. Die dreimal in PBS/Glucose/FKS gewaschene Hirnmasse
wurde anschlieend 20 — 30 Minuten bei 37 °C mit Trypsin behandelt (3,5 ml Waschlésung
und 500 pl 2,5 %iges Trypsin). Durch eine Zugabe von 2 ml FKS zu der Gewebesuspension
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wurde der Trypsin-Verdau gestoppt, und die Suspension erneut dreimal in PBS/Glucose/FKS
sowie anschlieRend in Neuronenmedium gewaschen. Die Zellsuspension wurde bei 900 rpm
fir 3 min in einer Heraeus Varifuge 3.0 R zentrifugiert und der Uberstand bis auf 2 ml
verworfen. Durch Auf- und Abpipettieren mit einer 5 ml Pipette wurden die Zellen vereinzelt.
Dabei wurde darauf geachtet, dass es zu keiner Schaumbildung kam. Im Anschluss wurde die
Suspension ad 10 ml mit Neuronenmedium aufgefillt und durch ein Zellsieb (Porengrolie
40 um) gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen wie fir die Gliakulturen beschrieben
gezahlt. 7,5 x 10° Zellen wurden in Poly-L-Lysin beschichteten Zellkulturflaschen (75 cm?) in
12 ml Neuronenmedium (NM) ausgesat und bei 37°C und 5% CO;, im Brutschrank
kultiviert. Am ndchsten Tag wurde ein halber Medienwechsel durchgefiihrt. Danach wurden
die Zellen weiter bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

2.2.4.3. Isolation von Neurospharen aus Hamstern

2.2.4.3.1. Praparation und Aussaat

Die Préaparation von Neurosphdren aus 2 —3 Tage alten Hamstern erfolgte nach einem
modifizierten Protokoll von Giri et al., 2006 und Milhavet et al., 2006. Die Hirne wurden wie
fir die Gliazellkultur beschrieben entnommen und die subventrikulare Zone (SVZ), in der
sich die Stammzellen befinden, prépariert. Das mit einem Skalpell zerkleinerte Gewebe wurde
in PBS/Glucose gewaschen und anschlieBend bei 900 rpm 3 min in einer Heraeus Varifuge
3.0 R zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml TrypLE fiir 10 min
bei 37 °C zum Gewebeaufschluss inkubiert. Durch 30maliges Auf- und Abpipettieren mit
einer 1 ml Pipette wurde eine homogene Ldsung hergestellt, die durch ein Zellsieb mit der
PorengroRe von 40 um gegeben wurde. Danach wurde die Losung mit DMEM/HAM's F12
ad 10 ml aufgefiillt und die Zellzahl wie oben beschrieben ermittelt. Es wurden 1 —3 x 10°
Zellen pro ml NSPM (Neurospharenmedium) in 175cm? Zellkulturflaschen ausgesét und bei
37°C und 5 % CO, im Brutschrank kultiviert.

2.2.4.3.2. Passage

Die Neurosphdarensuspension wurde alle 8 — 12 Tage passagiert. Dazu wurde die Ldsung

zunachst bei 900 rpm und 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
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Zellpellet in 1 ml TrypLE fur 10 min bei 37°C inkubiert. Durch 30maliges Auf- und
Abpipettieren mittels einer 1 ml Pipette werden die Zellverbande aufgel6st, und die
resultierende Einzelzellsuspension wurde durch ein Zellsieb gegeben (40 um). Die
Suspension wurde danach mit DMEM/HAM's F12 auf 10 ml aufgefillt, die Zellzahl
bestimmt, und 1 x 10° Zellen pro 1 ml NSPM in einer 175cm? Zellkulturflasche ausgesét.

2.2.4.4 Inokulation und nachfolgende Kultivierung

2.2.4.4.1. Priméare Gliazellen

Ab dem 10. Tag nach der Isolation wurden die passagierten Gliazellkulturen flir 3 Tage mit
dem Inokulum inkubiert. Dieses bestand entweder aus H", H°® oder PMCA-Produkten.
Verimpft wurden in der Regel 2,5x 10° HA des jeweiligen Hirnhomogenats (in 12 ml
GWM). 70 pl der Lésung aus PMCA Ansatzen wurden vor der Inokulation fur 2,5 h bei
45000 rpm und 4 °C mit einem Beckman Rotor Model TLA-45 ultrazentrifugiert. Das Pellet
wurde mittels Ultraschallbehandlung in 100 ul PBS resuspendiert, und 10 ul der
resultierenden Suspension wurden in 12 ml GWM zu den Zellen gegeben.

3 Tage nach der initialen Exposition (DPE) der Zellen gegeniiber HN, H® oder PMCA-
Produkten wurde das Inokulum abgenommen. Die Zellkulturen wurden mit PBS gewaschen,
mit 12 ml frischem GWM versetzt und dann in der Regel fiir weitere 37 bzw. 57 Tage bei

37°C und 5 % CO, kultiviert. Ein Mediumwechsel fand einmal wdchentlich statt.

2.2.4.4.2 Primére Neuronen

Die kultivierten Neuronen wurden fir 3 Tage mit 2,5 x 10° HA H" oder 2,5 x 10° HA H®
inkubiert (in 12 ml NM). 3 Tage nach der initialen Exposition (DPE) der Zellen gegentiber H"
oder H® wurde das Inokulum abgenommen. Die Zellkulturen wurden mit PBS gewaschen, mit
12 ml frischem NM versetzt und dann fiir weitere 37 Tage bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.
Dabei wurde einmal wochentlich ein Mediumwechsel durchgefihrt.
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2.2.4.4.3. Neurospharen

Nach der ersten Passage wurden die Neurospharen-Kulturen fiir 3 Tage mit 2,5 x 10° HA HN
oder 2,5 x 10° HA H°® inkubiert. Am 3. Tage nach der initialen Exposition (DPE) der Zellen
gegeniiber HY bzw. H® wurde das Inokulum abgenommen indem die Zellsuspension 3 min bei
900 rpm zentrifugiert wurden. Das Zellpellet wurde mit PBS gewaschen, in ausreichend
frischem NSPM-Medium resuspendiert und erneut ausgesat. Die Kultivierung erfolgte fir

weitere 37 Tage bei 37 °C und 5 % CO,, wobei die Zellen alle 8 — 12 Tage passagiert wurden.

2.2.4.5. Zellernte

Zur Analyse der biologisch wirksamen Keimaktivitdt in den Zellkulturen wurde die PrPres-
Menge am Ende der Expositionsphase (d.h. nach Entfernung des Inokulums und Waschung
der Zellen bei 3 DPE) in der Regel mit der PrPres-Menge nach 40 DPE oder 60 DPE
verglichen.

Dazu wurden die zuvor mit PBS gewaschenen Zellen durch Zugabe von 800 pl 1 %igem
Sarcosyl lysiert und mittels eines Zellschabers abgeldst (bei Neurosphéren: Zentrifugation der
Zellsuspension und Zelllyse des Pellets in 1 %igem Sarcosyl). Die Zellsuspensionen wurden
2,5 h bei 45000 rpm und 4 °C zentrifugiert, um PrPres zu pelletieren. Das Pellet des Zelllysats
wurde in 100 pl PBS resuspendiert. Aliquots dieser Suspension wurden mit Proteinase K

verdaut und im Western Blot auf PrPres untersucht.

2.2.4.6 Proteinase K-Verdau von Zelllysaten

Die Zelllysate aus den Infektionsversuchen wurden im Gegensatz zu den PMCA-Proben fiir
1 h bei 37 °C zusammen mit 1 % Sarcosyl und 150 pg PK inkubiert (50 pl Probe, 10 pl PK
[1 mg/ml] und 5pl 13 % Sarcosyl). Der Proteinase-Inhibitor PMSF wurde in einer
Konzentration von 2,5 mM (3,25 ul einer 0,1 M Ldsung) zugesetzt und die Proben bis zur
Analyse mittel SDS-PAGE und Western Blot unter Verwendung der monoklonalen anti-PrP-
Antikorper 3F4 und ICSM-18 (s. 2.2.2.3) bei -20 °C eingefroren.
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2.4.4.7 Deglykosylierung von PrP in Zelllysaten

Um die Identitat des in der Zellkultur akkumulierten Prionproteins weiter abzusichern, wurde
eine enzymatische Deglykosylierung durchgefthrt.

Fir die Deglykosylierung wurden die Zelllysat-Proben zunédchst Proteinase K verdaut (siehe
oben). 20 pl von PK-verdauten Proben wurden mit 2,2 ul Denaturierungspuffer versetzt und
fiir 10 min bei 99 °C inkubiert. Im Anschluss wurden jeweils 3 pl 10 x G7-Puffer, NP-40 und
PNGaseF zur denaturierten Probe gegeben. Die Ansatze wurden 2 h bei 37 °C und 450 rpm
im Schdttler inkubiert. Anschlieend wurden die Ansédtze 1:2 mit 2 x LPP verdinnt und
10 min bei 99 °C inkubiert. Der Proteinase-Inhibitor PMSF wurde in einer Konzentration von
2,5 mM zugesetzt und die Proben bis zur Analyse mittel SDS-PAGE und Western Blot unter
Verwendung des monoklonalen anti-PrP-Antikdrper 3F4 (s. 2.2.2.3) bei -20 °C eingefroren.

2.2.4.8. Kern- und Immunfluoreszenzfarbung von Astrozyten und Mikroglia

Astrozyten wurden durch indirekte Immunofluoreszenzfarbung spezifisch markiert. Das
“Saure Gliafaserprotein“ (engl. Glial fibrillary acidic protein, GFAP) st ein
Intermedidrfilament im Zytoplasma von Astrozyten und wird als Markerprotein fur diese
verwendet. Primare Gliazellkulturen (5 x 10° Zellen) wurden auf mit Poly-L-Lysin
beschichteten Glasplattchen ausgesat und in 12 Well Plates fur zwei Wochen bei 37 °C und
5% CO; in 1 ml GWM kultiviert. Im Anschluss an die Kultivierung wurden die Zellen
zundchst dreimal vorsichtig mit PBS gewaschen und anschlieRend mit 4 %igem
Paraformaldehyd fur 30 min fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen
mittels 10 mindtiger Inkubation in 0,5 %igem Triton-X-100 permeabilisiert. Die Zellen
wurden erneut dreimal gewaschen und mit 10 %igem Normal Goat Serum (NGS) fir 30 min
blockiert. Der primare Antikorper Rabbit Anti-GFAP wurde 1:1000 in 1 % NGS verdunnt
und Uber Nacht bei 4 °C auf die Zellen gegeben. Am ndchsten Tag wurden die Zellen dreimal
mit PBS gewaschen und anschliefend mit dem 1:500 in 1 %igem NGS verdinnten rot
fluoreszierenden Sekundarantikorper Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Rabbit behandelt. Die
Zellen wurden erneut dreimal mit PBS gewaschen und die DNA mittels 4,6-Diamidin-2-
phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) spezifisch angefarbt. Dazu wurde eine DAPI-
Stammldsung (1 pg/ml in H,O) 1:5000 in Methanol verdunnt und fir 15 min auf den Zellen

gegeben. Zum Abschluss wurden die angeféarbten Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen



Material und Methoden 55

und dann mit Immu-Mount (Thermo Elektron Corporation, Pittsburgh, USA) eingedeckelt.
Dabei wurde ein Tropfen Immu-Mount auf einen Objekttrdger gegeben und die Plattchen mit
den Zellen wurden nach unten luftblasenfrei fixiert. Die Auswertung der Farbungen erfolgte
mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop. Bei einer Lagerung im Kuhlschrank bei
4 °C bleiben die Farbungen bis zu zwei Monate sichtbar.

Die Farbung von Mikrogliazellen erfolgte mit Alexa Fluor® konjugiertem Isolectin B,. Dazu
wurden lebende Gliazellkulturen fir 15 min in 500 pl Medium mit dem 1:1000-verdlnnten
Fluorophor behandelt. Im Anschluss wurden die Zellkulturen mit PBS gewaschen, in
4 %igem Paraformaldehyd fir 30 min fixiert und der oben beschriebenen GFAP-Farbung
unterzogen. Alternativ wurden Mikrogliazellen mit aus Ratten stammenden Anti-Mouse
F4/80 1gG (1:200 verdinnt) markiert. In diesem Falle erfolgte die Mikroglia-Markierung
zusammen mit der GFAP-Markierung nach  Paraformaldehydfixierung  und
Zellpermeabilisierung analog zur obigen Beschreibung in 1 %igem NGS. Als
Sekundérantikorper fur die Mikrogliadarstellung nach Markierung mit F4/80 IgG aus der
Ratte wurde ein Alexa Fluor® 488 konjugierter Goat Anti-Rat IgG (1:300 verdiinnt)

verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Verfahrenstechnische PMCA-Optimierung im Hinblick auf Sensitivtat,
Spezifitat, GleichmaRigkeit und Reproduzierbarkeit der keiminduzierten

Amplifikation von PrPres

Mit Hilfe der PMCA lasst sich die Keimaktivitat von pathologischem Prionprotein nutzen, um
PrP® in vitro zellfrei in fehlgefaltetes, aggregiertes und Proteinase K-resistentes PrPres zu
uberfihren und dieses anschlieBend autokatalytisch zu vermehren.

Fur die Entwicklung eines quantitativen PMCA-Assays zur mengenmafigen Bestimmung
unbekannter PrP>*-Keimaktivitdt war es im Rahmen dieser Arbeit erforderlich, eine
standardisierte und experimentell zuverlassig kontrollierbare PMCA mit hoher Sensitivitat
und Spezifitdt zu etablieren. Ausgangspunkt fur diese Methodenentwicklung war ein in
unserem Labor bereits etablierter PMCA-Assay, mit dessen Hilfe zwar bereits ein qualitativer

Nachweis, jedoch noch keine quantitative Bestimmung der Keimaktivitdt moglich war.

3.1.1. Leistungsfahigkeit der PMCA vor verfahrenstechnischer Optimierung

Im Vorfeld der verfahrenstechnischen Optimierung wurde zun&chst die Sensitivitat,
GleichmaRigkeit und Reproduzierbarkeit der vorhandenen PMCA-Technik untersucht.

Dazu wurden Hirnhomogenate gesunder Hamster (10 %iges H™) mit seriellen Verdiinnungen
von Hirnhomogenaten aus Scrapie-kranken Hamstern (H®) beimpft. Die PMCA-
Probenansitze bestanden aus 10 pl einer seriellen Verdiinnung von H® mit 10° bis 10%° HA
Keimmaterial und 90 pl eines 10 %igen H". Alle Keimmengen wurden in Dreifachansétzen
untersucht. Nach jeder PMCA-Runde (48 Zyklen aus Inkubation und Beschallung) wurden
die Proben 1:5 in frischem 10 %igem H" verdiinnt, bevor eine neue PMCA-Runde begonnen
wurde. Insgesamt wurden 10 PMCA Runden durchgefiihrt. Aus jeder Runde wurden Proben-
Aliquots mit PK verdaut und anschlielend im Western Blot auf die Anwesenheit und Menge
von PrPres untersucht. Die Menge an 263K Scrapie-Infektiositét (intrazerebrale letale Dosen

[LDsgic]) pro Gramm bzw. Aquivalent Scrapie-Hirngewebe ist in Tabelle 12 angegeben.
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Tabelle 12: Scrapie-Infektiositat (LDsgic) pro Gramm bzw. Aguivalent Scrapie-
Hirngewebe

) Masse [g] bzw. L Do
Aquivalent (HA) Hirngewebe S0i.c.
1x 10’ 1x 10°
1x10” Tx 10°
1x10” Tx 107
1x107 Tx 10°
1x107 Tx 10°
1x10° 1x10°
1x10° Tx 10°
1x10” 1% 102
1x10° 1% 10°
1x10” Tx 10°
1x107° 1x107
1x10™" Tx 1072
1x 10-12 1 X 10-3

Die Abbildungen 10 A + B zeigen beispielhaft Ergebnisse aus zwei verschiedenen PMCA-
Ansitzen dieser Versuchsserie. Dort sind mit 5 x 10° HA bzw. 5 x 10® HA beimpfte Proben
dargestellt, da diese Keimmengen im Bereich der Nachweisgrenze des damaligen PMCA-
Assays lagen. Mit geringeren Keimmengen lieBen sich in keiner PMCA-Runde PrPres-
Signale nachweisen.

Wie aus Abb. 10 erkennbar, variierte die PrPres-Amplifikation stark zwischen den
Dreifachbestimmungen der beiden Keimansétze und zeigte auch Inkonsistenzen bei einem
Vergleich zwischen beiden Keimmengen. So lieferte beispielsweise die Probe 1 des
5x 10® HA-Keimes trotz der groBeren Menge an Keimmaterial eine geringere PrPres-
Amplifikation als die Probe 1 des 5 x 10° HA-Keimes. Zusatzlich war zu beobachten, dass
die PrPres-Menge in einigen Proben nach zwischenzeitlichem Erreichen von Maximalwerten
mit einer weiter steigenden Zahl von PMCA-Runden wieder abnahm.

Wurde die PMCA nur mit uninfiziertem Hirnhomogenat (H“) ohne Keimmaterial
durchgefuhrt, war kein PrPres in den PMCA-Proben zu detektieren (nicht gezeigt).
Zusammenfassend ergab sich somit, dass die Nachweisgrenze der urspringlich im Labor
vorhandenen PMCA-Technik bei einer Keimmenge von 5 x 10® bis 5x 10° HA H® lag.
Zusatzlich zu dieser relativ geringen Sensitivitat war die GleichméaBigkeit und
Reproduzierbarkeit der PrPres-Amplifikation fiir einen quantitativen Assay zur Bestimmung
der Keimaktivitdt von Scrapie-assoziiertem Prionprotein unzureichend. Es war daher

erforderlich, die Leistungsfahigkeit der PMCA systematisch zu verbessern.
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Abbildung 10: Sensitivitat, GleichmaRigkeit und Reproduzierbarkeit der urspringlich
vorhandenen PMCA-Technik vor verfahrenstechnischer Optimierung. Western
Blot-Nachweis von PrPres nach PMCA mit Scrapie-Hirnhomogenat mit einem Keim
von 5x10° HA (A) bzw. 5x10°® HA (B) H° Es wurden jeweils
Dreifachbestimmungen (Probe 1 — 3) durchgefiihrt. In (A) sind die Befunde nach 4 — 10
PMCA-Runden (A) und in (B) die Befunde nach 1 — 8 PMCA-Runden gezeigt. Bei den
im oberen Teil der Blots detektierten Signalen, handelt es sich um PrPres-Dimere mit
einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa. P = Positivkontrolle, PK-verdautes H®,
1x 107 HA.

3.1.2. Verbesserung der Keimfragmentierung zur Steigerung der PMCA-
Qualitat

Zur Verbesserung der PMCA-Qualitat im Hinblick auf die Sensitivitat, Gleichméaligkeit und
Reproduzierbarkeit der PrPres-Amplifikation erschien eine verfahrenstechnische Optimierung
der Keimfragmentierung als konzeptionell vielversprechendster Ansatz. Ferner waren auch in
der Literatur Beobachtungen berichtet worden, die die Keimfragmentierung durch
Ultrabeschallung als  wahrscheinlichste  Ursache fur die oben beschriebenen
Unzulénglichkeiten bei der PMCA-vermittelten Amplifikation von PrPres nahelegten
(Atarashi et al., 2008). Daher untersuchten wir zunéchst, ob sich die PMCA-Qualitat durch
eine veranderte Keimfragmentierung verbessern lieRe, bei der die PMCA-Probenansatze nicht

mit Ultraschall behandelt sondern mit Glaskiigelchen geschittelt wiirden. Dazu wurden
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Glaskugelchen direkt zur PMCA-Probe gegeben die im Thermomixer geschuttelt wurde.
Dabei wechselten sich Schittel- und Inkubationsphasen kontinuierlich ab. Das
Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes wurde wegen des durch die Glaskigelchen
verursachten Totvolumens auf 150 pl erhoht. AnschlieBend wurde der Einfluss
unterschiedlicher Versuchsparameter wie Schittelzeit, Schuttelintensitdt, Temperatur,
Verdunnungsfaktor und GroRe der Glaskiigelchen systematisch getestet.

Das beste Ergebnis im Hinblick auf die PrPres-Amplifikation erzielten Proben, welche
alternierend 30 min bei 37 °C inkubiert und 30 min bei 1400 rpm und 37 °C geschiittelt
wurden. Ein Verdunnungsfaktor von 1:2 (das heif3t 75 pl Probe wurden mit 75 pl 10 %igem
H™ vermischt) und Glaskiigelchen mit einem Durchmesser von 0,75 — 1 mm erwiesen sich als
die vorteilhaftesten Bedingungen. Dennoch war es nicht mdglich, eine kontinuierliche
autokatalytische Amplifikation von PrPres zu erzielen (Abb. 11). Zwar trat nach der ersten
PMCA-Runde zundchst eine Zunahme der PrPres-Signalintensitit auf. Diese nahm danach
jedoch bis zur dritten Runde wieder ab. Die initiale Zunahme des PrPres-Signales beruhte hier
wahrscheinlich weniger auf einer Neubildung von PrPres, sondern lediglich auf der
Fragmentierung groBer Keime im Inokulum wodurch mehr Bindungsstellen fiir den anti-PrP-

Antikorper zugéanglich wurden.

Probe 1 Probe 2
01 2 301230pP
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Abbildung 11: Untersuchung der PrPres-Amplifikationen durch PMCA bei
Keimfragmentierung durch Schitteln mit Glaskigelchen. Western Blot-Nachweis
von PrPres nach PMCA mit periodischen Inkubations- und Schuttelphasen (30 min,
37 °C bzw. 30 min, 1400 rpm, 37 °C) mit einem Keim von 5 x 10° HA H°. Es wurden
Doppelbestimmungen (Probe 1 und 2) durchgefuhrt. Nach jeder Runde wurden die
Proben 1:2 in 10 %igem H" verdiinnt. 0 = Befund vor Beginn der PMCA, 1-3 =
Befunde nach der 1.—3. PMCA-Runde (jeweils 48 Zyklen von Inkubations- und
Schiittelphase pro Runde). P = Positivkontrolle, PK-verdautes H°, 1 x 10° HA.

Im Ergebnis ergab sich aus den beschriebenen Untersuchungen, dass Schitteln mit
Glaskiigelchen die Ultraschallbehandlung bei der PMCA nicht ersetzten konnte. Es lag nun
nahe, den Effekt einer kombinierten Einwirkung von Glaskiigelchen und Ultraschall auf die
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PMCA zu prufen. Durch den Ultraschall sollten die Glaskiigelchen in Bewegung versetzt
werden, und dadurch die Probe zusatzlich durchmischen. Zum anderen war zu erwarten, dass
die sich bewegenden Glaskiigelchen Scherkréfte entfalten, welche additiv oder synergistisch
mit dem Ultraschall zu einer gleichmaRigeren Fragmentierung von PrPres-Aggregaten
beitragen.

Fir die PMCA-Experimente dieser Versuchsreihe wurde Normalhirnhomogenat mit einer
Keimmenge von 10 HA H° versetzt. Als Kontrollproben dienten PMCA-Ansitze ohne
zugegebenes Keimmaterial. Nach jeder PMCA-Runde wurden Aliquots in frischem HM 1:5
zur Durchfiihrung der nédchsten PMCA-Runde verdinnt, bzw. mit PK verdaut und im Western
Blot auf PrPres untersucht. Abb. 12 zeigt Befunde nach der ersten bis neunten PMCA-Runde.
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Abbildung 12: Sensitivitat, Gleichmaliigkeit und Reproduzierbarkeit der PrPres-
Amplifikationen durch PMCA bei Keimfragmentierung mit Glasktgelchen und
Ultraschall. Western Blot-Nachweis von PrPres nach der 1. — 9. PMCA-Runde (jeweils
48 Zyklen von Inkubation und Ultrabeschallung pro Runde) mit einem Keim von
1x 10" HA H® (A). Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt (Probe 1/Probe 2).
H" -Kontrollen = Gleichbehandeltes unbeimpftes Hamsterhirnhomogenat (B).

Durch die Kombination von Glasklgelchen und Ultraschall konnte die Sensitivitat,
GleichmalRigkeit und Reproduzierbarkeit des Nachweises der Keimaktivitat des Scrapie-
assoziierten Prionproteins erheblich verbessert werden. Eine PrPres-Amplifikation liel3 sich
ab der vierten Runde in den 10™° HA H°® versetzten PMCA-Proben nachweisen. Gleichzeitig
zeigte die PrPres-Amplifikation Uber die PMCA-Runden 4 —9 einen konsistenten Anstieg
sowie gleiche bzw. zumindest sehr &hnliche Ergebnisse fur die Doppelbestimmung.
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Mit der deutlichen Sensitivitatssteigerung ging allerdings auch das Auftreten von falsch
positiven Befunden in PMCA-Proben einher, die ohne Dotierung mit Keimmaterial zum Teil
bereits nach der sechsten, spétestens aber nach der achten PMCA-Runde PrPres-Signale
aufwiesen. Grundsatzlich kommen fur diese falsch positiven Befunde zwei Erklérungen in
Betracht: Eine de novo-Erzeugung von PrPres durch die PMCA-Behandlung von
Normalhirnhomogenat, und/oder unerkannte Kontaminationen mit Prionen aus der
Laborumgebung. Es war daher erforderlich, im Rahmen weiterer Verfahrensoptimierungen

zusatzliche Malinahmen zur Verbesserung der PMCA-Spezifitat zu ergreifen.

3.1.3. Leistungsfahigkeit der PMCA nach verfahrenstechnischer Optimierung

Zusatzlich zu den vorgestellten Modifizierungen zur Verbesserung der Keimfragmentierung
rundeten weitere Malinahmen die verfahrenstechnischen Optimierungen zur Verbesserung der
Sensitivitat, GleichméaBigkeit und Reproduzierbarkeit bei der PMCA-vermittelten PrPres-
Amplifikationen ab (Einzelbefunde nicht gezeigt). Dazu zéhlten eine zusétzliche Hemmung
von Degradationsprozessen im PMCA-Substrat (H"), eine stringentere Kontrolle der
Reaktionstemperatur (durch auBen an den Ultraschallbddern angebrachte Thermostat-
gesteuerte Heizschlangen anstelle der Verwendung von Wasserumlaufsystemen), sowie die
Reduktion der Zyklenzahl von 48 auf 24 pro PMCA-Runde.
Aullerdem wurden zur Steigerung der PMCA-Spezifitat verschiedene Schutzmalinahmen
gegen die Amplifikation von Kreuzkontaminationen aus der Laborumwelt umfangreichen
systematischen Einzelpriifungen unterzogen (nicht gezeigt) und auf dieser Grundlage
zweckmaRig kombiniert. Wesentliche Bestandteile dieses Paketes von Schutzmallnahmen
waren:
- Die Verwendung von 0,5 ml ReaktionsgefaRen im Austausch gegen die 0,2 ml PCR-
Gefalie.
- Das Versiegeln der ReaktionsgefalRe mit Parafilm und Paraffin-Wachs.
- Der Zusatz von gegen Prionen wirksamem 4 M Guanidiniumthiocyanat zum
Wasserbad des Ultrabeschallungsgerates.
- Die Behandlung der Reaktionsgefae vor und nach jeder PMCA-Runde in
0,2 % SDS/0,3 % NaOH zur Prion-Desinfektion.
- Die Probenentnahme aus desinfizierten PMCA-Reaktionsgefaen durch Punktierung

mit sterilen Einmalkanlen.
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- Die Verwendung gestopfter Pipettenspitzen.

- Das Wechseln der Schutzhandschuhe jeweils vor der manuellen Prozessierung einer
neuen Probe.

- Die Begrenzung der PMCA auf 4 Runden.

In Abb. 13 A sind Befunde unter Verwendung der so weiter optimierten PMCA-Technik
gezeigt. In diesen Experimenten wurde die PMCA mit Keimmengen von 10 bis 10 HA H°
durchgefiihrt. Als Kontrollproben dienten wieder PMCA-Ansdtze ohne zugegebenes
Keimmaterial. Bereits ab der 3. Runde liel sich eine PrPres-Amplifikation in PMCA-Proben
nachweisen, die mit lediglich 10 HA H® (bzw. 10™ HA H®, nicht gezeigt [Pritzkow et al.,
2011]) dotiert worden waren. Ferner zeigte die PrPres-Amplifikation fir die verschiedenen
Keimmengen uber die zunehmenden PMCA-Runden einen konsistenten und fur die
jeweiligen Doppelbestimmungen gleichartigen Anstieg. Fir die mit 10® HA und 10° HA H®
beimpften Proben liel3 sich eine PrPres-Amplifikation bereits nach der ersten PMCA-Runde
nachweisen. Keine dieser PrPres-Keimmengen konnte unmittelbar, d. h. ohne Amplifikation,
im Western Blot detektiert werden (Thomzig et al., 2003).

Unter den gewahlten Versuchsbedingungen produzierte keine der Negativ-Kontrollproben

falsch positive Befunde.

Im Vergleich zum Stand der Technik vor der Optimierung wurde die Sensitivitdt der PMCA
um mindestens zwei Zehnerpotenzen erhoéht. Die gelang unter Erreichung einer hohen
Spezifitat bei guter Kontrollier- und Reproduzierbarkeit des Verfahrens. Ferner wurde der
Zeitverbrauch durch eine Halbierung der Zyklen pro Runde und die Begrenzung der PMCA

auf vier Runden deutlich herabgesetzt.

Bei der densitometrischen Auswertung der Blotbefunde aus Abb. 13 A zeigte sich eine
konsistente quantitative Korrelation zwischen der Menge an Keimmaterial, der Anzahl von
PMCA-Runden und der Fdarbeintensitdt des amplifizierten PrPres fiir die neu etablierte
PMCA-Technik (Abb. 13 B). Im Folgenden sollte diese Technik zur quantitativen
Bestimmung der Keimaktivitat des Scrapie-assoziierten Prionproteins an Stahlstiftprifkorpern

fiir die Priondesinfektion angewandt und validiert werden.
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Abbil

dung 13: Sensitivitat, Spezifitdt, Gleichmaligkeit und Reproduzierbarkeit der
PrPres-Amplifikationen nach verfahrenstechnischer PMCA-Optimierung. (A)
Western Blot-Nachweis von PrPres nach 1, 2, 3 und 4 Runden PMCA (jeweils 24
Zyklen von Inkubation und Ultrabeschallung pro Runde) mit einem Keim von
1x10° HA, 1x10° HA, 1 x 10" HA und 1 x 10™ HA H° Es wurden
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. N = Kontrolle, gleichbehandeltes Normalhirn-
homogenat ohne Keim. M = Molekulargewichtsmarker. P = Positivkontrolle,
PK-verdautes H®, 1 x 10° HA. (B) Densitometrische Auswertung der in (A) gezeigten
Western Blot Befunde.



Ergebnisse 64

3.2. Korrelation der Keimaktivitat von Scrapie-assoziiertem Prionprotein
mit biologischer Scrapie-Infektiositdt an Stahlstiftpriufkorpern fir die

Priondesinfektion

3.2.1. Quantitative Bestimmung der Keimaktivitdt von Scrapie-assoziiertem

Prionprotein an Stahlstiftprtfkorpern

Damit die Wirkung von Desinfektionsverfahren gegen die Keimaktivitdt von Scrapie-
assoziiertem Prionprotein an Stahlstiften mit Hilfe der PMCA quantitativ erfasst werden kann,
muss eine quantitative Korrelation zwischen der an den Prifkorpern vorhandenen
Keimmenge, der Anzahl von PMCA-Runden und der Férbeintensitdt des im Western Blot
nachzuweisenden amplifizierten PrPres bestehen. Zur Validierung dieser Korrelation wurden
Stahlstifte in seriell 1:10 im Bereich von 10™- bis 10" verdiinntem H® inkubiert und auf diese
Weise mit unterschiedlichen Mengen von Keimaktivitat beladen. AnschlieBend wurden
Gruppen von jeweils 15 Stahlstiften 4 PMCA-Runden unterzogen und Aliquots der PMCA-
Proben nach jeder Runde im Western Blot auf die Amplifikation von PrPres untersucht. Die
Ergebnisse der Untersuchung sind in Abb. 14 zusammengefasst. Sie zeigen, dass sich
Keimaktivitat (ab der 3. PMCA Runde) noch an Prifkérpern nachweisen lasst, die mit
108-verdiinntem H® kontaminiert worden waren, wahrend auch nach der 4. PMCA-Runde
keine Keimaktivitdit mehr an Stahlstiften nachweisbar war, die mit 10°-verdinntem H°
beladen worden waren. Ferner induzierten die verschiedenen Keimmengen an den Stahlstiften
in der PMCA eine uber die zunehmenden PMCA-Runden konsistente und flr die jeweiligen
Doppelbestimmungen gleichartige PrPres-Amplifikation. Damit bot sich an, die Keimaktivitét
an Testprifkdorpern nach der Behandlung mit unterschiedlichen Desinfektionsverfahren durch
einen quantitativen Vergleich mit der Keimaktivitdt an definierten Referenz-Stahlstiften
mengenmalig zu bestimmen. Entsprechend der in Abb. 14 gezeigten Befunde sollten die
Referenzstahlstifte fir einen solchen Assay zweckmé&Bigerweise wie oben beschrieben

kontaminiert werden, dass hei’t mit seriell 1:10 im Bereich von 1071 bis 10 verdinntem H°.
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Abbildung 14: Sensitivitat, GleichmaBigkeit und Reproduzierbarkeit der PrPres-
Amplifikationen bei Durchfihrung der PMCA mit Scrapie-kontaminierten
Stahlstiftprufkorpern. Western Blot-Nachweis von PrPres nach 1, 2, 3 und 4 Runden
PMCA (1 —4) mit folgendem Keimmaterial: Jeweils 15 Stahlstifte, die mit 107, 102,
103-, 10™%-,10°-, -, 107-, 10®% und 10°-verdiinntem H* kontaminiert waren.
Es  wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt ~ (Proben 1 und 2).
M = Molekulargewichtsmarker; P = Positivkontrolle, PK-verdautes H®, 1 x 10° HA.

Zur quantitativen Bestimmung der Wirkung unterschiedlicher Desinfektionsbehandlungen auf
die Scrapie-Keimaktivitat wurden Test-Stahlstifte mit 10" -verdiinntem H® kontaminiert, mit
verschiedenen Desinfektionsverfahren behandelt und schlie3lich einer PMCA unterzogen. In
dieselbe PMCA wurden jeweils auch Referenz-Stifte, die wie oben beschrieben mit
definierten Verdiinnungen von H® kontaminiert waren sowie Negativ-Kontrollstifte, die nur
mit 10 %igem H" beladen waren, einbezogen. Die Bestimmung der residualen Keimaktivitat
an den Teststiften wurde fur die in Tabelle 14 aufgefiihrten Desinfektionsverfahren jeweils in
Doppelbestimmungen in  mindestens zwei unabhdngig voneinander durchfihrten
Experimenten vorgenommen. Dabei wurde die von Test-, Referenz- und Kontroll-Stiften
induzierte PrPres-Amplifikation nach 1, 2, 3 und 4 Runden PMCA im Western Blot bestimmt
und densitometrisch ausgewertet. Durch einen Vergleich der PrPres-Amplifikation der
Teststifte mit derjenigen der Referenzstifte bekannter H>-Beladung lieR sich die verbliebene

Keimaktivitat an Teststiften im Vergleich zu derjenigen an Referenzstiften quantifizieren.

Die Western Blots in Abbildung 15 zeigen Ergebnisse nach Behandlung von Teststiften mit
0,2 % SDS/0,3 % NaOH, einem 0,5 %igen alkalischen Reiniger, 2 %igem Glutardialdehyd
(GDA,; neutralisiert, pH-Wert: 7,0) und 0,25 %iger Peressigsaure (Peraclean®) bei den

angegebenen Temperaturen und Inkubationszeiten.
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Die Doppelbestimmungen lieferten fir die jeweils zusammen prozessierten Test- und
Referenzstifte konsistente Ergebnisse. Fir Negativ-Kontrollstifte wurde in keinem Fall eine
PrPres-Amplifikation detektiert.

Die mit 0,2 % SDS/0,3 % NaOH (10 min, RT) behandelten Teststahlstifte zeigten im Western
Blot keine PrPres-Amplifikation nach 1 -4 PMCA-Runden (Abb. 15 A, Teststifte, oberer
Blot). Im Gegensatz dazu wurde fiir in 10®- verdinntem H® kontaminierte Referenzstifte
bereits nach der dritten PMCA-Runde eine PrPres-Amplifikation beobachtet.
Dementsprechend war die Keimaktivitdt an den so behandelten Teststahlstiften (KAgs
[0.2 % SDS/0.3 % NaOH, 10 min, 23 °C]) geringer als die Keimaktivitat an Referenzstiften,
die mit 10®-verdiinntem H° kontaminiert waren (KAgs [10®]). Zunehmend hohere residuale
Keimaktivitaten fanden sich an Teststiften, die mit 0,2 % SDS/0,3 % NaOH (5 min, RT,;
Abb. 15 A, Teststifte, unterer Blot), dem alkalischen Reiniger (Abb. 15 B, Teststifte),
2 %igem Glutardialdehyd (pH 7,0; Abb. 15 C, Teststifte, oberer Blot) oder 0,25 %iger
Peressigsaure (Abb. 15 C, Teststifte, unterer Blot) behandelt wurden.

Die densitometrische Auswertung der Western Blot-Befunde ist in Abb. 16 exemplarisch flr
Behandlungen von Teststiften mit 0,2 % SDS/0,3 % NaOH (10 min und 5 min, RT) sowie
2 %igem Glutardialdehyd (pH 7,0) dargestellt. Die relativen Farbeintensitaten der PrPres-
Signale von Test- und Referenzstiften nach 1, 2, 3 und 4 PMCA-Runden wurden
densitometrisch im Verhaltnis zur Farbeintensitat des jeweils mitgefiihrten Blotstandards
(Abb. 15, Probe P) bestimmt und wie in Abb. 16 gezeigt aufgetragen. Dabei bestatigte die
densitometrische Auswertung, dass die residuale Keimaktivitdt an Teststiften, die mit
0,2% SDS/0,3% NaOH fir 10 min bei RT behandelt wurden Kleiner war als die
Keimaktivitait an mit 10%-verdiinntem H® kontaminierten Referenzstiften (d. h. KAts
[0.2% SDS/0.3% NaOH, 10 min, 23 °C] < KAgs [10‘8]; Abb. 16, obere Grafik). Nach
Behandlung mit 0,2 % SDS/0,3 % NaOH fir 5 min bei RT und 2 %igem Glutardialdehyd
(pH 7,0) fanden sich an den Teststiften noch Keimaktivitaten im Bereich von < KAgs [10°]
bzw. > KAgs [10™] bis < KAgs [107].

Im Rahmen der Studie wurden insgesamt 16 Desinfektionsverfahren hinsichtlich ihrer
Wirkung auf die Keimaktivitdat von Scrapie-assoziiertem Prionprotein an Testprifkorpern
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengestellt.
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Abbildung 15: Effekt von Desinfektionsmitteln auf die Keimaktivitdt von Prion-
kontaminierten Stahlstiftprufkdrpern. Western Blot-Nachweis von PrPres nach 1, 2,
3 und 4 PMCA-Runden (1 — 4) an Test-, Referenz- und Negativ-Kontrollstiften. Die mit
10" HA H° kontaminierten Teststifte wurden folgenden Desinfektionsprozessen
unterzogen: (A) 0,2 % SDS/0,3 % NaOH, 5 bzw. 10 min, 23 °C; (B) 0,5 % alkalischer
Reiniger, 10 min, 55 °C; (C) 2% Glutardialdehyd (GDA) (neutralisiert, pH: 7,0),
10 min, 23 °C (oberer Blot) bzw. 0,25 %ige Peressigsaure (Peraclean®), 1 h, 23 °C. Die

Teststifte sowie die in den angegebenen 1:10-Verdiinnungen von H°

inkubierten

Referenzstifte und die mit 10% H" beladenen Negativ-Kontrollstifte wurden in
Doppelbestimmungen analysiert. M = Molekulargewichtsmarker; P = Positivkontrolle,
PK-verdautes H®, 1 x 10° HA.
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Abbildung 16: Quantifizierung der verbleibenden Keimaktivitat an Prion-
kontaminierten Teststiften nach Behandlung mit verschiedenen
Desinfektionsmitteln. Densitometrische Analyse der PrPres Amplifikation von Test-
und Referenzstiften fur verschiedene Desinfektionsverfahren nach 1, 2, 3 und 4 PMCA-
Runden (Runde 1 — 4). Die horizontalen Achsen der Graphen geben die Verdinnungen
des H® an den Referenzstifte und das jeweilige Desinfektionsmittel der Teststifte an.
Die vertikalen Achsen des Graphen bezeichnen die relativen Férbeintensitaten der
PrPres Signale von Referenz- und Teststiften. Rechts sind die abgeleiteten residualen
Keimaktivitaten der Teststifte angegeben. Erklarung: n. d. = nicht detektierbar.
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3.2.3. In vitro-Abschatzung und Bioassay-Validierung der Scrapie-Infektiositat an

Stahlstiftprufkérpern fir die Priondesinfektion

Die Scrapie-Infektiositétstiter an Stahlstiften, die identisch zu den im Keimaktivitatsassay
verwendeten Referenzstiften mit 10 — 10 verdiinntem H® kontaminiert wurden, sind bereits
in vorangegangenen Untersuchungen anderer Mitarbeiter der Arbeitsgruppe P24 am Robert

Koch-Institut per Endpunkttitration bestimmt worden (Lemmer et al., 2008; Tabelle 13).

Tabelle 13: Endpunkt-Titration der Scrapie-Infektiositat an mit 10™ — 10°-verdiinntem
Scrapie-Hirnhomogenat kontaminierten Stahlstiften (nach Lemmer et. al. [2008]).

ﬁ ﬁiﬁosrggzgﬁa-\t Stahlstift-Bioassay in Hamstern

Verdunnungs- Infektiositat pro An Scrapie erkrankte Uberlebenszeit
stufe Stahlstift [LDsoicimp.] | Hamster pro Tiergruppe (Tage £ SA)
1x10™ 3x10° 6/6 94 + 4
1x107 3 x 10°* 6/6 100 £ 6
1x107 3x10° 6/6 1137
1x10* 3 x 10° 6/6 134+ 17
1x10” 3x 10" 6/6 161 + 64
1x10° 3x10° 5/6 231 + 80; 502
1x10” 3x10™ 1/6 198; 503
1x10° 3x107 0/6 503
1x10° 3x107 0/6 503

Erklarungen: SA = Standardabweichung; LDsgicimp. =50 % letale Dosen (LDsy) nach
intrazerebraler (i.c.) Stahlstiftimplantation (imp.).

Die somit bekannten Erregertiter an den Referenzstiften des Keimaktivitatsassays erlaubten
es, die im Rahmen dieser Arbeit an Teststiften ermittelten Keimaktivitaten (Tabelle 14, flinfte
Spalte) versuchsweise in Titer biologischer Prioninfektiositat zu ,,iibersetzen* (Tabelle 14/
sechste Spalte). Zur Validierung dieser Titerabschatzungen dienten wiederum Daten aus
Bioassays, die veroffentlicht (Lemmer et al.,, 2008; Beekes et al., 2010), bzw. zur
Veroffentlichung akzeptiert sind (Pritzkow et al., 2011). In diesen Bioassays sind Stahlstifte,

die den gleichen Behandlungen zur Priondesinfektion wie die in dieser Arbeit verwendeten
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Teststifte unterzogen wurden, von anderen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe in Hamstern
quantitativ auf Prioninfektiositat getestet worden. Dies ermdglichte es, die Titerabschatzungen
aus dem Keimaktivitatsassay (Tabelle 14/ sechste Spalte) direkt mit den in Hamstern fur die
verschiedenen Desinfektionsverfahren bestimmten Infektiositatstitern (Tabelle 14/ achte

Spalte) zu vergleichen.

Nach dem Keimaktivititsassay sollte der Reduktionsfaktor (RF) fir Infektiositat an
Teststiften, die mit 0,2 % SDS/0,3 % NaOH (10 min, 23 °C) behandelt wurden groRer als 10
(d.h. > 7 logip-Einheiten [logs; Tabelle 14/ siebte Spalte]) sein. In Ubereinstimmung mit
dieser in vitro-Abschatzung wurde im Bioassay keine Restinfektiositdt an entsprechend
behandelten Teststiften gefunden. Der Bioassay zeigte fir die Stiftbehandlung mit
0,2% SDS/0,3% NaOH (10 min, 23 °C) einen Reduktionsfaktor fir Infektiositdt von
> 5,5 logs (Tabelle 14/ neunte Spalte) an. Dies war die im Bioassay maximal nachweisbare
Titerreduktion, da die Teststifte eine Erreger-Ausgangslast von 3 x 10° LDsoic.imp. aufwiesen
(Lemmer et al., 2008). Nach Behandlung mit 0,2 % SDS/0,3 % NaOH fur 5 min bei RT und
2 %igem Glutardialdehyd (pH 7,0) legten die residualen Keimaktivitdten an den Teststiften

eine Reduktion der Infektiositat um > 7 logs bzw. > 2 bis < 3 logs nahe.

Wie in Tabelle 14 zusammengefasst dargestellt, wurden im Rahmen dieser Arbeit insgesamt
16 verschiedene Desinfektionsverfahren mit Titerreduktionen von weniger als 1 log bis zu
groRer oder gleich 5,5 logs untersucht. Dabei stimmten die mit Hilfe des Keimaktivitatsassays
in vitro abgeschatzten Restinfektiositdten und Reduktionsfaktoren in allen Fallen mit den im

Tierversuch, d. h. in vivo, ermittelten Titerdaten Uberein.
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Tabelle 14: Keimaktivitatsassay und Hamster-Bioassay von mit unterschiedlichen Desinfektionsmitteln behandelten Prion-kontaminierten
Stahlstiftprufkorpern (Bioassaydaten nach Lemmer et al., 2008 und Beekes et al., 2010 sowie Pritzkow et al., 2011).

Keimaktivitatsassay von Teststiften

Bioassay der Teststifte

Desinfektions- Kon- Zeit Tem- Residuale Erwartete residuale Erwartete Residuale Reduktion der
. . eratur
verfahren zentration | (min) | P C) Keimaktivitat Infektiositét pro Reduktion der | Infektiositat pro Stift | Infektiositat
der Teststifte Stift [LDsoic.imp.] Infektiositat (logs) [LDsoicimp] (logs)
NaOH 1M 60 23 < KAgs (10®) <3x10° >7 ND >55%+
NaOCl 2,5 % 60 23 < KAgs (10®) <3x107? >7 ND >55%
GndSCN 4M 10 23 < KAgs (107) <3x10* >7 ND >55%
5 23 <KAgs (107) <3x10” >7 ND >55+
SDS/NaOH | 0,2 %/0,3 %
10 23 < KAgs (10%) <3x107? >7 ND >55%
SDS/NaOH/ | 0,2 %/0,3 %/ . ,
10 23 < KAgs (10®) <3x10 >7 ND >5,5%
n-Propanol 20 %
1% 60 23 < KAgs (10®) <3x10? >7 ND >55%
. > KAgs (10°) bis >0 bis <3 x 10° >5bis<55F
Alkalischer 5 55 T [ >3x10°bis<3x 10| =4bis<5 o ) .
Reiniger 050 <KAgs (107) >3x10"bis<3x10 >4bis<5T
5 %
> KAgs (107) bis | >3 x 10" his<3x .
10 55 KAse (109 " >5bis<6 >0bis<3x 10 >5 bis <5,5 1
< RS
> KARS (10_6) bis 0L 1 . 01.: 1 :
SDS 60 920 o | =3x10°bis<3x10 >4 bis<5 >3 x10%bis <3 x 10 >4bis<5 1
5 % < KARS (10 )
(pH 7,6 — 8) > ., 3. 4 .
60 23 ~ KAgs (107?) ~3x10 ~1 >3 x10%bis<3x 10 >1bis<2 7
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Keimaktivitatsassay von Teststiften

Bioassay der Teststifte

Desinfektions- Kon- Zgit Tem- Residuale Erwartete residuale Erwartete Residuale Reduktion der
. i eratur . . o . . . .
verfahren zentration | (min) P (OC)U Keimaktivitat Infektiositat pro Reduktion der Infektiositat pro Stift Infektiositat
der Teststifte Stift [LDsgic.imp] Infektiositat (logs) [LDsoi.c.imp] (logs)
Glutardialdehyd > KAgs (10™) bis ) X X
2% 10 55 s >3 x10°bis<3x10 >2bis<3 ~3x10 =2*
(pH 7,0) < KAgs (107)
Glutardialdehyd > KAgs (107) bis S . S , _
2% 10 23 ) >3x10°bis<3x10 >1bis<2 >3 x10°bis<3x10 >1bhis<2*
(PH 4,6) < KAgs (10?)
_ > KAgs (107) bis . . _ . . .
Cidex® OPA 100 % 10 23 ) >3 x10° bis<3x10 >1his<2 >3 x10° bis<3x 10 >1bis<2*
< KAgs (107)
> KAgs (107) bis - 5 _ 4 5 .
60 23 L >3 x 10" bis<3x 10 >0his<1 >3x 10" bis<3x 10 >0bis<1 ¥
< KARS (10_ )
Peressigsaure 0,25 %
> KARS (10_2) bis 4. 5 . 4 5
10 55 >3 x10"bis<3x10 >0his<1 >3x10"bis<3x10 >0bis<1t

< KAgs (10™)

Erklarungen: ND = nicht detektierbar; KAgs = Keimaktivitat an den Referenzstiften; LDs ic. imp. = 50 % letale infektiose Dosis, nach intrazerebraler

Implantation von Teststiften.

Symbole: 1 = publiziert in Lemmer et al., 2008; i = publiziert in Beekes et al., 2010; * Daten aus akzeptierter Publikation von Pritzkow et al., 2011
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3.3. Zellkultur

3.3.1. Entwicklung eines zellbasierten Assays zum biologischen Nachweis der

Keimaktivitat des Scrapie-assoziierten Prionproteins in vitro

3.3.1.1. Identifizierung eines fur Scrapie-Keimaktivitat suszeptiblen Zellkultursystems

Um die Keimaktivitat des Prionproteins ergdnzend zur biochemischen Quantifizierung,
qualitativ auch als biologisch aktives Prinzip zu validieren ohne auf Tierversuche
zuriickgreifen zu mdissen, sollte als weiteres Ziel dieser Arbeit ein geeignetes
Zellkulturmodell fur den hamster-adaptierten Scrapie-Stamm 263K aufgebaut werden. Hierfir
schienen Zellen aus dem Gehirn von Syrischen Hamstern am potentiell vielversprechendsten,
da Neuronen, aber auch Astrozyten und Mikrogliazellen sowohl PrP® exprimieren als auch
eine deutliche PrP**-Ablagerung in Scrapie-infizierten Hamstern zeigen (Kretzschmar et al.,
1986a; Moser et al., 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Typen primarer Zellkulturen — Gliazellen
(Astrozyten und Mikroglia), Neuronen und Neurosphdren — anhand spezifischer Protokolle
isoliert und in getrennten Ansatzen kultiviert.

Morphologische Untersuchungen der verschiedenen Zellkulturen im Licht-Mikroskop zeigten
je nach verwendetem Préparationsprotokoll charakteristische sternférmige Astrozyten
(Abb. 17 A; modifizierte Praparation nach Lima et al., 2007), mit zahlreichen Dendriten
versehene Zellkdrper von Neuronen (Abb.17 B; modifizierte Préparation nach
Lima et al., 2007), und die typisch ballférmige Morphologie aneinander gelagerter
Vorlauferzellen in Neurospharen (Abb. 17 C; modifizierte Praparation nach Giri et al., 2006
und Milhavet et al., 2006).

Abbildung 17: Zellmorphologie in primaren Glia-, Neuronen- und Neurosphéaren-
Kulturen syrischer Hamster. Lichtmikroskopische Aufnahmen isolierter Gliazellen
(Astrozyten; A), Neuronen (B) und Neurospharen (C).
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Zur Prifung der Suszeptibilitit gegeniiber PrP>°-assoziierter Keimaktivitat wurden die
verschiedenen primaren Zellkulturen mit H® in einer Gesamtmenge von 2,5 x 10° HA
inkubiert. AnschlieBend wurde die Amplifikation von PrPres in den Zellkulturen im Western
Blot untersucht. Dazu wurde am 3. Tag nach initialer H>-Exposition (3 DPE) das Inokulum
abgenommen und die Zellen gewaschen. Zellkulturlysate, die bei 3 DPE gewonnen wurden,
wurden dann mit Zellkulturlysaten vom 40. Tag nach initialer Exposition (40 DPE)
verglichen. Die Ergebnisse dieser ersten Expositionsversuche der drei verschiedenen

Zelltypen sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Abb. 18: Untersuchung unterschiedlicher zerebraler Hamsterzellkulturen auf PrPres-
Amplifikation nach Inkubation mit Scrapie-Hirnhomogenat (H®). Western Blot-
Nachweis von PrPres in Lysaten von 3 DPE und 40 DPE in Kulturen von (A)
Gliazellen, (B) Neurospharen und (C) Neuronen nach Inkubation mit 2,5 x 10 HA H®.
M = Molekulargewichtsmarker, P = Positivkontrolle, PK-verdaute H®, 1 x 10° HA.

Wie in Abb. 18 gezeigt, konnte nur in priméren Gliakulturen, nicht aber in Neuronen- oder
Neurosphdrenkulturen eine erkennbare, geringfiigige Vermehrung von PK-resistentem
Prionprotein nachgewiesen werden. Zudem waren die Gliazellen relativ einfach und stabil zu
kultivieren, wahrend die Neuronen- und Neurosphédrenkulturen eine anspruchsvollere Pflege
mit diversen kostenintensiven Wachstumsfaktoren und Spezialmedien benétigten. Die

weiteren Arbeiten konzentrierten sich daher auf die Weiterentwicklung der Gliazellkultur.

Zur genaueren Bestimmung der Zelltypen in den isolierten Gliazellkulturen wurden
immunofluoreszenzmikroskopische  Untersuchungen zum Nachweis des Astrozyten-
markerproteins GFAP (engl.: Glial fibrillary acidic protein = ,,Saures Gliafaserprotein‘)
sowie Mikroglia-Farbungen mit Isolectin IB4 und dem Antikérper F4/80 durchgefiihrt. Die
Auswertung mit Hilfe konfokaler Laser Scanning Mikroskopie zeigte typische
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Intermediarfilamente der Astrozyten (Abb. 19, rote Farbung) sowie markierte Mikroglia
(Abb. 19 A, grine Farbung). Dementsprechend handelt es sich bei den isolierten
Préparationen um Mischkulturen aus mindestens zwei unterschiedlichen Zelltypen,

Astrozyten und Mikrogliazellen.

A

100 pm l

Abbildung 19: Immunofluoreszenzfarbung primarer Gliazellkulturen (Darstellung
mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie). (A) Anfarbung mit einem GFAP-
spezifischen Antikdrper (rot) und einem an Mikroglia bindenden Antikorper
(F4/80 griin); (B) Mit einem GFAP-spezifischen Antikorper markierte Astrozytenzelle;
(C) Ubersichtdarstellung nach Markierung mit einem GFAP-spezifischen Antikérper
und Kernférbung mit 4,6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI).

3.3.1.2. Nachweis der Keimaktivitat von Scrapie-assoziiertem Prionprotein in priméaren

Gliazellkulturen aus Hamstern

3.3.1.2.1 Einfluss der Zelldichte

Far die Weiterentwicklung des Zellkulturassays wurde zundchst der Einfluss der Zelldichte
auf die PrPres-Amplifikation untersucht.

Um mdoglichst zuverldssig reine Gliazellkulturen mit reproduzierbarer Zusammensetzung zu
erhalten, wurden isolierte Zellen 10 Tage in speziellem Gliazellmedium kultiviert.
AnschlieBend wurden die primdren Kulturen mit unterschiedlichen Zellkonzentrationen im
Bereich von 7,5x 10* bis 5x 10° Zellen pro Kulturflasche (75cm?) ausgesdt und mit
2,5 x 10° HA H® inkubiert. Die Versuchsauswertung ist in Abbildung 20 wiedergegeben.
Negativkontrollen, in denen Gliazellkulturen nur mit uninfiziertem Hamsterhirnhomogenat
(H") inokuliert wurden wiesen nach 3 und 40 DPE kein PrPres im Western Blot auf (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 20: PrPres-Amplifikation in priméren Gliazellkulturen in Abh&angigkeit von
der Zelldichte. Western Blot-Nachweis von PrPres bei 3 und 40 DPE in Lysaten von
Kulturen, die nach Einstellung der angegebenen Zelldichten im Bereich von 7,5 x 10*
bis 5x10° Zellen pro Kulturflasche mit 2,5x 10° HA H° inokuliert wurden.
M = Molekulargewichtsmarker; P = Positivkontrolle, PK-verdautes H®, 1 x 10° HA.

Die vorgestellten Befunde zeigen, dass die Zelldichte von entscheidender Bedeutung fiir die
Effizienz der PrPres-Amplifikation in Gliazellkulturen ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
aufgrund der gewonnenen Befunde fir alle weiteren Zellkulturversuche eine Zelldichte von

1,25 x 10° Zellen pro 75 cm?-Flasche verwendet.

3.3.1.2.2 Einfluss der Kultivierungsdauer

Um den Einfluss der Dauer der Zellkultivierung auf die PrPres-Amplifikation zu untersuchen
wurden primére Gliazellkulturen mit 2,5 x 10° HA H® inokuliert, und die PrPres-Mengen in
Zellkulturlysaten, die bei 3, 20, 31, 40, 52 und 60 DPE geerntet worden waren, im Western
Blot bestimmt (Abb. 21). Wahrend bei 3 DPE (und mdglicherweise auch bei 20 DPE)
vermutlich nicht vollstandig entferntes PrPres aus dem Inokulum gefunden wurde, war ab
31 DPE eine Amplifikation von PrPres nachweisbar, die dann kontinuierlich bis 60 DPE

zunahm.
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Abbildung 21: PrPres-Amplifikation in priméarer Gliazellkultur in Abhangigkeit von
der Kultivierungsdauer. Western Blot-Nachweis von PrPres bei 3, 20, 31, 40, 52 und
60 DPE in Lysaten von Kulturen, die mit 2,5x10° HA H° inokuliert wurden
(Spuren 2 — 7). M = Molekulargewichtsmarker; P = Positivkontrolle, PK-verdautes H°,
1x 10° HA.

3.3.1.2.2 Einfluss der Keimmenge

Zur Untersuchung des Einflusses der Keimmenge auf die Amplifikation von PrPres im
Zellkulturassay wurden primare Gliazellkulturen mit 2,5x 10° bis 1x10° HA sowie
1x10® HA und 1x10° HA H° inokuliert. AnschlieBend wurde die Menge an PrPres in
Zellkulturlysaten bei 3 und 40 DPE (Abb. 22 A) bzw. bei 3, 40, 60 und 80 im Western Blot
(Abb. 22 B) untersucht.

Die PrPres-Amplifikation zeigt beim Vergleich der H®-Inokulate mit 2,5 x 10° HA und
2,5 x 10°® HA H® nach 40 Tagen eine deutliche Abhangigkeit von der initialen Keimmenge
(Abb. 22 A, Spur 3 vs. Spur 15). Nach Beimpfung mit 1 x 10°® HA H° war bei 3 DPE kein
residuales PrPres aus dem Inokulum mehr nachweisbar, wohl aber bei 40 DPE noch
amplifiziertes PrPres. Demgegeniiber konnte in Lysaten aus Zellkulturen, die mit 1 x 10® oder
1 x 10 HA H® inokuliert worden waren weder bei 40 DPE, noch bei 60 oder 80 DPE PrPres
nachgewiesen werden. Demnach liegt die Grenze zum Nachweis der biologischen
Keimaktivitat von Scrapie-assoziiertem Prionprotein im optimierten Gliakulturassay zwischen
10 und 10® HA Scrapie-Hamsterhirnhomogenat (H%).
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Abbildung 22: PrPres-Amplifikation in primaren Gliazellkulturen in Abhangigkeit von
der Keimmenge. Western Blot-Nachweis von PrPres in Lysaten von Kulturen die mit
den angegebenen Keimmengen H® beimpft und bei 3 und 40 DPE (A) bzw. 3, 40, 60
und 80 DPE (B) geerntet wurden. M = Molekulargewichtsmarker; P = Positivkontrolle,
PK-verdaute H°, 1 x 10 HA.

3.3.1.5. Nachweis der Keimaktivitat von PMCA-Produkten im Zellkulturassay

Neben der biologischen Keimaktivitat von H® sollte auch diejenige von PMCA-Produkten im
Zellkulturassay gepruft bzw. nachgewiesen werden.

Zu diesem Zweck wurden primdare Gliazellkulturen mit PMCA-Proben inokuliert, die nach
vier PMCA-Runden gesammelt worden waren und aus Ansatzen stammten, die entweder
10™ HA H® oder mit H® kontaminierte Stahlstifte als initiales Keimmaterial enthielten.
PMCA-Produkte, die ausgehend von H° (PMCA-Produkt™) oder ausgehend von mit
108-verdiinntem H° kontaminierten Stahlstiften (PMCA-Produkt>"™°%#) gewonnen worden
waren induzierten eine deutlich erkennbare PrPres-Akkumulation in der Gliazellkultur
(Abb. 23 A, 3 vs. 60 DPE). Demgegeniber war nach Inokulation mit PMCA-Produkten, die
mit H" (PMCA-Produkt™) oder H"-kontaminierten Stahlstiften als Keimmaterial gewonnen
wurden, bei 3 und 60 DPE kein PrPres in der Gliazellkultur nachzuweisen (in Abb. 23 A nur
fir PMCA-Produkt™ gezeigt). Als Positivkontrolle diente in diesem Versuch eine Zellkultur,
die mit 2,5x 10° HA H® inokuliert worden war und erwartungsgema bei 60 DPE eine
Amplifikation von PrPres aufwies (Abb. 23 B).
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Abbildung 23: PrPres-Amplifikation in priméren Gliakulturen nach Inokulation mit
PMCA-Produkten. (A) Western Blot-Nachweis von PrPres bei 3 und 60 DPE in
Lysaten von Kulturen die mit PMCA-Produkten welche ausgehend von 10™° HA H®
(PMCA-Produkt™), von mit 10°-verdiinntem H® kontaminierten Stahlstiften (PMCA-
Produkt®™ ™€) "oder von HY (PMCA-Produkt"™) als Keimmaterial gewonnen worden
waren, inokuliert wurden. (B) Western Blot-Nachweis von PrPres bei 3 und 60 DPE in
Lysaten von Kulturen, die mit 25x10° HA H°® inokuliert wurden.
M = Molekulargewichtsmarker, P = Positivkontrolle, PK-verdaute H°, 1 x 10° HA.

Zusammenfassend konnte also sowohl die biologische Keimaktivitat von H® wie auch
diejenige von PMCA-Produkten, die ausgehend von H® oder von mit H® kontaminierten
Stahlstiften gewonnen worden waren, mit Hilfe des etablierten Gliazellassays in vitro belegt

werden.

3.3.1.6. Validierung der Identitat des in der Gliazellkultur durch Scrapie-Keimaktivitat

amplifizierten Proteinase K-resistenten Proteins

Um die Identitét des in der Gliazellkultur amplifizierten Proteinase K-resistenten Proteins als
PrPres abzusichern, wurden PK-behandelte pelletierte Zellkulturlysate bei 3 und 41 DPE nach
Inokulation mit 2,5 x 10° HA H® im Western Blot mit zwei unterschiedlichen anti-PrP-
Antikorpern, den monoklonalen Antikdrpern 3F4 und ICSM-18, markiert (Abb. 24). Dabei
binden die Antikdrper an unterschiedliche Epitope des Proteins, ndmlich die Aminosdauren
109 — 112 (3F4; Lowenstein et al., 1990; Bolton et al., 1991; Rogers et al., 1991) bzw. die
Aminosduren 146 — 159 (ICSM-18; Beringue et al., 2004). Mit beiden Antikdérperfarbungen

zeigte sich das fur PrP typische Bandentriplett von di-, mono- und unglykosyliertem Protein,
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wobei die diglykosylierte Form, wie vom 263K-assoziierten PrPres bekannt, die relativ

starkste Farbeintensitat aufwies.
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Abbildung 24: Farbung des in priméaren Gliazellkulturen nach Inokulation mit Scrapie-
Keimaktivitat amplifizierten Proteinase K-resistenten Proteins mit
unterschiedlichen anti-PrP - Antikorpern. Western Blot-Nachweis von PrPres bei
3 und 41 DPE in Lysaten von Kulturen nach Inokulation mit 2,5 x 10° HA H° und
Markierung mit den monoklonalen anti-PrP-Antikdrpern 3F4 (A) und ICSM-18 (B).
1:10 — 1:500-Verdinnungen des bei 41 DPE geernteten Zelllysats dienten zur besseren
Charakterisierung (Reihen 4 — 9). M = Molekulargewichtsmarker; P = Positivkontrolle,
PK-verdautes H®, 1 x 10°® HA

Zur weiteren Absicherung der Identitat des in der Zellkultur amplifizierten PK-resistenten
Proteins wurde dieses enzymatisch deglykosyliert. Dies erfolgte mit Hilfe von PNGaseF,
einer Endoglykosidase, die N-Glykan-Bindungen von Glykoproteinen zwischen Asparagin
und der Kohlenhydratkette spaltet. Zur Analyse wurden Zelllysate aus Gliazellkulturen, die
bei 3 und 60 DPE geerntet worden waren, mit Proteinase K verdaut und anschlieBend mit
PNGaseF behandelt. Die fir die Deglykosylierungsuntersuchungen verwendeten Zelllysate
stammten aus Kulturen die mit 2,5 x 10° HA H®, oder mit PMCA-Produkten inokuliert
worden waren, fur die 10 HA H°® (PMCA-Produkt™) oder mit 108-verdinntem H®
kontaminierte Stahlstifte (PMCA-Produkt®™°5) als Keimmaterial diente.

Wie in Abbildung 25 gezeigt, bewirkte die Deglykosylierung eine Reduktion des
Molekulargewichtes des amplifizierten PK-resistenten Proteins auf ca. 20 kDa (Abb. 25A - C,



Ergebnisse 81

Spalte 2 —5). Diese Molekulargewichtsverschiebung war fir deglykosyliertes PrPres zu

erwarten (Thomzig et al, 2003).

Somit konnte die Identitat des in den Gliazellkulturen amplifizierten PK-resistenten Proteins
als PrPres durch Anfarbung mit unterschiedlichen anti-PrP-Antikérpern und enzymatische

Deglykosylierung bestétig werden.
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Abbildung 25: Deglykosylierung des in Gliazellkulturen durch Scrapie-assoziierte
Keimaktivitat amplifizierten PK-resistenten Proteins. Western Blot-Nachweis von
PrPres bei 3 und 60 DPE in Lysaten von Kulturen die zunachst mit PK und
anschlieBend mit PNGaseF behandelt wurden. Die Gliazellkulturen waren mit
25 x 10° HA H° (A), oder mit PMCA-Produkten inokuliert worden, fur die
10" HA H® (PMCA-Produkt™) (B) bzw. mit 10°®-verdinntem H° kontaminierte
Stahlstiften (PMCA-Produkt®™°&8) (C) als Keimmaterial diente. H® (Spur 6 in A — C):
Deglykosyliertes Scrapie-Hirnhomogenat, 10° HA. PMCA-Produkt™ (Spuren 7 + 8 in
A — C): Deglyksoyliertes PMCA-Produkt fiir das 10™ HA H°® als Keimmaterial diente.
Die 60 DPE-Proben ohne PNGaseF-Behandlung wurden vor dem Probenauftrag in
2 X LPP 1:4 wverdinnt. M = Molekulargewichtsmarker; P = Positivkontrolle,
PK-verdautes H®, 1 x 10® HA:; + = deglykosylierte Proben; — = nicht-deglykosylierte
Proben.
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4. Diskussion

Prionen sind bekannt fur ihre hohe Toleranz gegen Inaktivierung (Taylor et al., 2000,
Taylor et al., 2004) und stellen daher grofle Herausforderungen an die sichere
Aufbereitung chirurgischer Instrumente und Medizinprodukte (Beekes et al., 2004).
Andererseits ist es in neueren Studien gelungen, Prionen erfolgreich als
aussagekraftige Modellpathogene bei der Suche nach neuen Desinfektionsmitteln mit
breiter Wirksamkeit auch gegen Bakterien, Viren und Pilze zu nutzen
(Lehmann et al., 2009; Beekes et al, 2010). Um die Aktivitit von
Desinfektionsmitteln gegen Prionen an praxisnahen Stahlstiftprifkérpern zukinftig
weitgehend ohne Tierversuche priifen zu konnen, sollten im Rahmen dieser Arbeit
Ersatzmethoden fir Prion-Bioassays in Nagetieren entwickelt und validiert werden.
Dies erfolgte mit Hilfe neuer Ansétze zur quantitativen biochemischen Bestimmung
und zum qualitativen biologischen Nachweis der Keimaktivitdt von Scrapie-

assoziiertem Prionprotein in vitro.

4.1. Quantitativer PMCA-Assay zur Bestimmung der Keimaktivitat
von Scrapie-assoziiertem Prionprotein an Stahlstiftprifkorpern fur

die Priondesinfektion

Die quantitative Bestimmung unbekannter Keimaktivitaten von PrP*® bzw. PrPres
setzt eine standardisierte und experimentell zuverlassig kontrollierbare PMCA mit
hoher Sensitivitdt und Spezifitdt voraus. Von Murayama et al. (2006) und
Suyama et al. (2007) wurden bereits qualitative Ansatze zur Nutzung der PMCA-
Technik fir die Untersuchung der Desinfektion von Prionen beschrieben, aber
quantitative PMCA-Verfahren sind erstmals 2010 (Chen et al.) bzw. 2011
(Wilham et al.) publiziert worden. Auch in unserem Labor war zu Beginn dieser
Arbeit lediglich ein PMCA-Assay fir den qualitativen Nachweis von Keimaktivitat
verfugbar. Die Sensitivitat dieses Assays war relativ gering, und auch im Hinblick auf

die GleichmaRigkeit und Reproduzierbarkeit der PrPres-Amplifikation erfullte er
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nicht die Voraussetzungen fir einen quantitativen Assay zur Bestimmung der
Keimaktivitat von Scrapie-assoziiertem Prionprotein.

Nach dem Nukleations-Polymerisationsmodell der Prionreplikation (Come et al.,
1993) ist die Keimfragmentierung bei der Vermehrung von PrPres von entscheidender
Bedeutung. Zusatzlich legten in der Literatur berichtete Beobachtungen auch
empirisch  eine unzulangliche Keimfragmentierung durch Ultraschall als
wahrscheinlichste Ursache fiir ungleichmafige und schlecht zu reproduzierende
PMCA-Befunde nahe (Atarashi et al., 2008). Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
zundchst gepruft, ob sich die PMCA-Qualitdt durch eine optimierte
Keimfragmentierung verbessern lieRe.

Zentrale Idee war hier zunachst, PMCA-Probenansatze zur Keimfragmentierung nicht
mit Ultraschall zu behandeln, sondern mit Glaskigelchen zu schitteln. Dabei sollten
PrPres-Aggregate durch Scher- und StoRkrafte der Glaskugelchen effizienter und
homogener als durch Ultraschall fragmentiert werden. Allerdings wurden mit diesem
Ansatz keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt. Vermutlich waren die durch
Schitteln erzeugten Scher- und StoRkréafte der Glasklgelchen fir eine effektive
Keimfragmentierung zu gering.

Durch das Zusammenwirken von Ultraschallbehandlung und Glaskigelchen konnten
jedoch deutlich bessere PMCA-Resultate erzielt werden. Mittels des Ultraschalls
wurden die Glaskigelchen in eine deutlich erkennbare Bewegung versetzt, und die
additive oder mdoglicherweise auch synergistische Einwirkung der physikalischen
Krafte von Ultraschall und Glasklgelchen bewirkte offenbar eine effiziente
Keimfragmentierung. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von einer anderen
Arbeitsgruppe gemacht. So haben Gonzales-Montalban et al. (2011) Kkdirzlich
beschrieben, dass sich die Rate, Ausbeute und Robustheit der PrPres-Amplifikation
durch den Zusatz von Teflonkugelchen zu PMCA-Ansétzen erheblich steigern lasst.
Durch die Ultrabeschallung unter Anwesenheit von Glaskiigelchen wurde auch eine
gleichméaBige Durchmischung der PMCA-Ansétze erzielt. Diese ist unter anderem
deswegen von Bedeutung, da zusatzlich zum PrP® noch weitere Kofaktoren im
Substrat einen Einfluss auf die PMCA-Effizienz ausiiben und daher ebenfalls in
gleichméRiger Verteilung vorliegen sollten. Bei diesen Kofaktoren handelt es sich um
Polyanionen wie RNA, DNA oder Glykosaminoglykane (Deleault et al., 2003;
Deleault et al., 2007; Goggin et al., 2007). So zeigten Deleault et al. unter anderem,
dass durch die Zugabe von RNA die Effizienz der PMCA deutlich gesteigert werden
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konnte (Deleault et al., 2003; Deleault et al., 2005). Allerdings sind insbesondere
Ribonukleinsduren gegenuber einem nukleolytischen Abbau durch RNasen sehr
empfindlich. Neben der unzureichenden Keimfragmentierung und ungleichméRigen
Probendurchmischung war daher auch eine nicht hinreichende Kofaktor-
Konzentration im PMCA-Substrat als weitere mogliche Ursache flr die urspriinglich
relativ schlechte PMCA-Qualitat zu vermuten. RNasen sind nahezu allgegenwartig
und auch bei 4 °C weiterhin biochemisch aktiv, so dass es erforderlich erschien, auch
die Praparation des PMCA-Substrates (H") entsprechend zu optimieren. Diesem
Zweck dienten neben dem Zusatz von Inhibitoren gegen Nukleasen und Proteinasen
eine sofortige Schockgefrierung der praparierten Normal-Hamsterhirne in flissigem
Stickstoff sowie der Aliquotierung des HY und seine Lagerung bei -70 °C bis zum
Gebrauch.

Eine weitere Verbesserung der PrPres-Amplifikation lie8 sich durch die Halbierung
der Zyklenzahl (24 statt 48 Zyklen pro PMCA-Runde) und die stringentere Kontrolle
der Reaktionstemperatur durch Thermostat-gesteuerte Heizschlangen (anstelle von
Thermostat-gesteuerte Umlauf-Wasserbadern) erreichen. Bei Steigerung der PMCA-
Sensitivitat konnte so die Versuchszeit im Vergleich zum Ausgangsverfahren halbiert
werden. Die positive Auswirkung der Verminderung der Zyklenzahl beruhte
wahrscheinlich  auf  einer  Reduktion  zeitabhangiger  Alterungs-  bzw.
Degradationsprozesse an Kofaktoren im PMCA-Substrat. Studien unserer
Arbeitsgruppe (Wellner et al., 2010; Diplomarbeit) legten nahe, dass fur die PrPres-
Amplifikation zusétzlich zum PrP¢ erforderliche Kofaktoren im PMCA-Substrat
bereits nach 20 stiindigen Inkubationen bei 37°C einem kritischen Verbrauch
und/oder Abbau unterliegen.

Infolge der erzielten Sensitivitatssteigerung der PMCA kam es allerdings zu einem
verstarkten Auftreten falsch positiver Befunde in den PMCA-Proben. Daflir kamen
grundsatzlich zwei Erklarungen in Betracht: Eine de novo-Erzeugung von PrPres
durch die PMCA-Behandlung von Normalhirnhomogenat, und/oder unerkannte
Kontaminationen mit Prionen aus der Laborumgebung. Vor diesem Hintergrund
wurden zusatzlich Manahmen zur Vermeidung einer PrPres-Amplifikation aufgrund
von Kreuz-Kontaminationen aus der Laborumwelt ergriffen. Da mit Hilfe dieser
Malinahmen falsch-positive Befunde nachhaltig unterdriickt und eine konsistente
PMCA-Spezifitdt gewahrleistet werden konnte, kann geschlussfolgert werden, dass

die zunéchst beobachteten falsch-positiven Befunde nicht auf die de novo-Entstehung



Diskussion 85

von PrPres, sondern auf die Amplifikation von Kreuzkontaminationen
zuriickzufuhren waren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten verfahrenstechnischen Verbesserungen eine PMCA-basierte Methode
zum Nachweis der Keimaktivitdt von Scrapie-assoziiertem Prionprotein etabliert
werden konnte, die eine hohe Sensitivitat und Spezifitat mit guter Kontrollier- und
Reproduzierbarkeit kombiniert. Im Vergleich zum Stand der Technik vor der
Optimierung wurde dabei die Sensitivitit um mindestens zwei Zehnerpotenzen
erhoht. Mit Hilfe dieser Methode l&sst sich ab der 3. PMCA-Runde (d. h. innerhalb
von 3 Tagen) eine PrPres-Amplifikation in PMCA-Proben nachweisen, die eine
Keimaktivitat von 10 HA H® (bzw. 10> HA H®, nicht gezeigt [Pritzkow et al.,
2011]) enthalten.

Fir die neu etablierte PMCA-Technik lie sich eine konsistente quantitative
Korrelation zwischen der Menge an Keimmaterial, der Anzahl von PMCA-Runden
und der Farbeintensitat des amplifizierten PrPres belegen. Auf dieser Grundlage sollte
sie zur quantitativen Bestimmung der Keimaktivitdit des Scrapie-assoziierten

Prionproteins an Stahlstiftprufkorpern herangezogen und validiert werden.

4.2. Abschatzung der Scrapie-Infektiositat an Stahlstiftpriufkorpern
fur die Priondesinfektion mittels quantitativer Bestimmung der

Keimaktivitat von Scrapie-assoziiertem Prionprotein

Stahlstiftprufkorper wie sie seit langerem in unserem Labor (Lemmer et. al., 2004;
2008; Beekes et al., 2010) und von anderen Forschergruppen (Fichet et al., 2004;
Yan et al., 2004; Lehmann et al., 2009) fur Desinfektionsstudien mit Prionen
verwendet werden, binden PrP* und Scrapie-Infektiositat mit hoher Affinitat
(Zobeley et al., 1999; Flechsig et al., 2001). Die Bindung von PrP* an die
Oberflachen der verwendeten Prufkorper, die einen Gehalt von 6 — 8 % Nickel und
mehr als 2% Molybdan aufweisen, wird vermutlich durch diese in der
Edelstahllegierung enthaltenen Metalle beginstigt (Luhr et al., 2009). Dabei lassen

sich die Stahlstifte durch Inkubation in unterschiedlich verdiinntem Scrapie-
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Hirnhomogenat gleichméaRig und reproduzierbar mit definierten Mengen von Scrapie-
Infektiositat beladen.

Mit Hilfe unseres optimierten PMCA-Verfahrens war es mdglich, an Stahlstiften
Keimaktivitat nachzuweisen, wenn die Priifkérper mit 10 oder weniger verdiinntem
H° kontaminiert worden waren. Diese Nachweisgrenze der Keimaktivitdt an
Stahlstiftprufkorpern lag um mindestens eine Zehnerpotenz unter derjenigen fir die
Scrapie-Infektiositat im Tierversuch (Lemmer et al., 2008). Dabei induzierten die
unterschiedlichen Keimaktivitaten an den Stahlstiften nach Beladung mit 10™ — 10°®-
verdiinntem H° eine tiber die zunehmenden PMCA-Runden konsistente und fir die
jeweiligen Doppelbestimmungen gleichartige PrPres-Amplifikation.

Auf dieser Grundlage sollten die Keimaktivititen an Testprufkdrpern nach
Behandlung mit unterschiedlichen Desinfektionsverfahren durch einen quantitativen
Vergleich mit der Keimaktivitdt an definierten Referenz-Stahlstiften mengenméaRig
bestimmt werden. Testprifkorper wurden stets zusammen mit Referenzprifkorpern
und Negativ-Kontrollen in einem Probensatz gemeinsam in der gleichen PMCA-
Apparatur prozessiert, um individuelle Schwankungen zwischen verschiedenen

Versuchsdurchlgufen durch interne Kalibrierung auszugleichen.

Die durch einen Vergleich mit den Referenzstiften bestimmten Keimaktivititen an
den untersuchten Testprifkérpern wurden anhand der bekannten Erregermengen an
den unterschiedlich kontaminierten Referenzstiften in biologische Infektiositatstiter
umgerechnet. AnschlieBend wurden die Ergebnisse dieser Abschatzung mit den
tatsachlichen Scrapie-Titern, wie sie im Rahmen vorangegangener Studien von
anderen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe an gleichartig zur Desinfektion behandelten
Stiften im Tierversuch bestimmt worden waren, verglichen. Dabei zeigte sich, dass
anhand des PMCA-Priifkorper-Assays die an Teststahlstiften verbliebenen
Restinfektiositaten korrekt, d. h. fir alle untersuchten Desinfektionsprozeduren in
Ubereinstimmung mit den vorliegenden Bioassay-Daten, ermittelt wurden. Die
angewandten Desinfektionsverfahren beruhten zum Teil auf unterschiedlichen
Wirkprinzipien und erzielten eine Reduktion der Scrapie-Infektiositat um Faktoren
von < 10* bis > 10°°.

Bemerkenswerterweise zeigten sich bei unabhangigen Mehrfachbestimmungen eher
kleinere Diskrepanzen im Bereich des Bio- als des Keimaktivitatsassays. Der

angewandte Bioassay nach der Methode der Inkubationszeitvergleiche
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(Prusiner et al., 1982b) ist fir die Bestimmung von Priontitern hoch erregerhaltiger
Proben zuverlassig und genau. Unter diesen Umstanden sind die Inkubationszeiten bis
zum Krankheitsausbruch relativ kurz und die Varianzen zwischen Tieren, die mit
gleichartigen Proben beimpft wurden, nur schwach ausgepréagt. Allerdings weisen
Bioassays auf der Grundlage von Inkubationszeitvergleichen (anders als ungleich
aufwendigere Endpunkttitrationen) grofRere Ungenauigkeiten nach Verimpfung
kleiner Priondosen auf, da mit ldngeren Inkubationszeiten in der Regel auch eine
starkere Streuung der Ergebnisse zustande kommt (Peretz et al., 2006). Besonders
deutlich wird dies am Beispiel der Stiftbehandlung mit 0,5 %igem alkalischen
Reiniger fur 5min bei 55 °C. Hier ergab die Doppelbestimmung im Bioassay
Restinfektiositdten von > 0 bis < 3 x 10° LDsgicimp. bzw. > 3 x 10° bis
<3 x 10! LDsoicimp. Pro Teststift. Demgegeniber sprach der Keimaktivitatsassay in
Mehrfachbestimmungen wiederholt fiir eine Restinfektiositit von > 3 x 10° bis
<3x 10 LDsoic.imp. Pro Teststift. Somit zeichnet der eine Restinfektiositat von > 0 bis
<3 x 10° LDsoicimp. @anzeigende Bioassay moglicherweise ein zu gunstiges Bild der
Desinfektionswirkung der untersuchten Formulierung. Zur abschlielenden Klarung
sollte daher ggf. eine weitere Wiederholung des betreffenden Bioassays erfolgen.
Ungeachtet dessen, zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, dass sich
die Keimaktivitdt des Scrapie-assoziierten Prionproteins an Prifkorpern fir die
Priondesinfektion mit Hilfe der PMCA in vitro quantitativ erfassen und zuverlassig in
Titer biologischer Scrapie-Infektiositdt umrechnen lasst. Dabei erganzt die im
Rahmen dieser Arbeit entwickelte PMCA-Technik zur mengenmaliiigen Bestimmung
der Keimaktivitat kirzlich publizierte Verfahren der quantitativen PMCA (qPMCA,
Chen et al.,, 2010) bzw. des ,Real-time quaking induced conversion assay “
(RT-QuIC, Wilham et al., 2010). Anders als diese Verfahren basiert unser Ansatz
allerdings auf einer internen Kalibrierung fur die Messung der Keimaktivitdt und
sollte daher unabh&ngiger von geratebedingten oder sonstigen Variationen der
PMCA-Effizienz sein.

In Analogie zu der engen quantitativen Korrelation, die in dieser Arbeit zwischen der
Keimaktivitat und der Infektiositat an Scrapie-kontaminierten Stahlstiften beobachtet
wurde, berichteten auch Wilham et al. (2010) von einem direkten quantitativen
Zusammenhang zwischen der mittels RT-QulC und Tierversuch bestimmten
Keimaktivitdt bzw. Infektiositit des Scrapie-Agens 263K. Durch diese
Ubereinstimmung, die im Hinblick auf erhebliche methodischen Unterschiede
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zwischen unserem PMCA-Assay und dem von Wilham et al. (2010) verwendeten
RT-QuIC noch zusatzlich Gewicht erlangt, wird die Beziehung zwischen der Prion-
assoziierten biochemischen Keimaktivitdt und biologischen Infektiositat weiter
substantiiert.

4.3. Zellbasierter Assay zum biologischen Nachweis Scrapie-

assoziierter Keimaktivitat in vitro

Um die Scrapie-assoziierte Keimaktivitat ohne Tierversuche als biologisch wirksames
Prinzip in vitro nachweisen zu koénnen, sollte ein zellbasierter Assay fur den hamster-
adaptierten Scrapie-Stamm 263K aufgebaut werden. Die Gberwiegende Mehrzahl der
bisher fir Prionen etablierten Zellkultursysteme ist lediglich fur maus-adaptierte
Scrapieerreger suszeptibel (Vilette, 2008). Die Infektion kultivierter Zellen mit
hamster-adaptierten 263K Scrapie-Prionen wurde demgegenuber bisher nur in einer
Publikation beschrieben (Taraboulos et al., 1990), und die betreffenden Zellen sind

nicht allgemein zuganglich.

Als fur 263K Scrapie-Prionen mdoglicherweise empféngliche Zellkulturmodelle
erschienen primére Kulturen von Gliazellen (Astrozyten + Mikroglia), Neuronen oder
Neurospharen aus Hamstern besonders vielversprechend. Nervenzellen, Astrozyten
und Mikroglia weisen bekanntermaBen eine hohe PrP®-Expressionen und im Hirn
Scrapie-kranker Tiere auch deutliche Akkumulation von PrP>® auf (Kretzschmar
et al., 1986a, Moser et al., 1995; Fournier et al., 2000).

Nach Inokulation dieser unterschiedlichen  Zellkulturtypen mit Scrapie-
Hirnhomogenat zeigten nur die primaren Gliakulturen, nicht aber Neuronen- oder
Neurosphdarenkulturen unter den gewahlten Versuchsbedingungen eine erkennbare
Vermehrung von PK-resistentem Prionprotein.

Die Bemiihungen zur Etablierung des Zellkultursystems konzentrierten sich daher
zunehmend auf die Gliazellen. Dabei wurde deutlich, dass die Zelldichte ein
entscheidender Parameter fir die Effizienz der PrPres-Amplifikation ist. Es war zu
beobachten, dass Gliakulturen mit relativ hohen (5x10° Zellen/Kultur) oder

niedrigen (7,5 x 10* Zellen/Kultur) Zelldichten nach Beimpfung mit H® keine PrPres-
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Akkumulation zeigten, wohl aber Gliakulturen mit mittleren Zelldichten (z. B.
1,25 x 10° Zellen/Kultur; Abb. 20). Bei mittleren Zelldichten lagen die Zellen in den
Kulturflaschen zu einem erheblichen Anteil vereinzelt vor, und zeigten auch keine
ausgepragte Zellvermehrung wie sie in dicht ausgesaten Zellkulturen auftrat.
Anscheinend wurden durch eine hohe Zelldichte Zellproliferationen induziert, welche

sich moglicherweise hemmend auf die PrPres-Amplifikation auswirkten.

Eine proliferationsbedingte  Hemmung der PrPres-Bildung konnte auf einer
schnelleren Verdinnung als Neubildung des Proteins in teilungsaktiven Gliakulturen
beruhen. Ein &hnliches Phdnomen wurde, wenn auch in schwacherer Auspragung, bei
sich kontinuierlich teilenden Scrapie-infizierten ScN2a-Zellen nachgewiesen. Diese
zeigten eine im Vergleich zu nicht proliferierenden ScN2a-Zellen um 60 % geringere
PrPres-Akkumulationen (Ghaemmaghami et al., 2007).

Das Unterbleiben einer nachweisbaren Akkumulation von PrPres in Gliakulturen mit
relativ geringen Zelldichten andererseits, konnte auf einer unzureichenden
Auspragung von Zellkontakten beruhen. Dabei kann das Fehlen von Zellkontakten
Uber unterschiedliche Wege eine inhibierende Wirkung auf die PrPres-Amplifikation
entfalten. So ist beispielsweise vorstellbar, dass Zellkontakte fiir die Ubertragung von
PrPres oder seiner Keimaktivitdt zwischen Zellen erforderlich sind. Zum anderen
konnten fehlende Kontakte Zellstress auslésen und zum Absterben von Astrozyten
und Mikroglia flhren.

Magliche Mechanismen und Wege der Ubertragung von Prionen in Zellkulturen sind
in Abb. 26 dargestellt.
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Abb. 26: Mdgliche Transmissionswege von Prionen in Zellkulturen (modifiziert
nach Brundin et al., 2010). Aggregate des Scrapie-assoziierten Prionproteins
(rotes Rechteck) interagieren mit auf der Zellmembran exponiertem zelluldren
Prionprotein (griner Kreis) oder Rezeptorproteinen, und werden durch
Endozytose auf uninfizierte Zellen Ubertragen (1 -—3). Alternativ kann die
Ausbreitung auch Uber ,, Tunelling Nanotubes“ erfolgen, die einen Transport
von PrP* von einer Zelle zur nachsten erméglichen (4). Weiterhin kann
neugebildetes Scrapie-assoziiertes Prionprotein aktiv durch Exozytose oder
passiv durch Zelllyse absterbender Zellen freigesetzt und dann weiter
Ubertragen werden (5 + 6).

Die Darstellung in Abb. 26 macht verstandlich, dass neben der Zelldichte auch die
Kultivierungszeit und Keimmenge einen groflen Einfluss auf die PrPres-
Akkumulation in Gliazellkulturen ausiiben koénnen, und zu deren Optimierung
empirisch etabliert werden miussen. Nachdem auch dieses im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erfolgt, und zusatzlich die Identitat des gebildeten PK-resistenten
Proteins als PrPres abgesichert worden war, liel sich nicht nur die Keimaktivitat von
H®, sondern auch diejenige von PMCA-Produkten in unserem Zellkulturassay priifen.
Dabei war es méglich, sowohl die biologische Keimaktivitat von H® wie auch die von
PMCA-Produkten, welche ausgehend von H® oder von mit H® kontaminierten
Stahlstiften amplifiziert worden war, mit Hilfe des neuen Gliazellassays in vitro zu

belegen. Die Induktion einer PrPres-Akkumulation in Zellkulturen durch ein PMCA-
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Produkt ist erstmals vor kurzem berichtet worden (Wang et al., 2010). Dabei wurde
allerdings keine Vermehrung der Keimaktivitét in der betreffenden Zellkultur gezeigt.
Mittels PMCA von Zellkulturlysaten ist es anderen Mitarbeitern unserer
Arbeitsgruppe inzwischen gelungen, nachzuweisen, dass H® und PMCA-Produkte
zusétzlich zur PrPres-Bildung auch eine Propagation von Keimaktivitdt in
Gliazellkulturen induzieren (Pritzkow et al., 2011). Demnach ist das etablierte
Zellkultursystem gegentiber der Keimaktivitidt von Scrapie-assoziiertem Prionprotein
insofern doppelt suszeptibel, als diese in der Kultur sowohl eine Amplifikation von
PK-resistentem Prionprotein als auch die Vermehrung von Keimaktivitat auslost. Mit
unserem Zellkulturassay steht nunmehr ein geeignetes Testsystem zur Verfiigung, um
die Keimaktivitét in vitro als biologisch aktives (Induktion der PrPres-Bildung) und
replikatives (Vermehrung der Keimaktivitat) Prinzip zu belegen. Die vorliegenden
Befunde legen den Schluss nahe, dass in den Zellkulturen auch eine Replikation von
Scrapie-Infektiositat erfolgt, was allerdings formal nur im Tierversuch belegt werden

kann.

4.4. Fazit und Ausblick

Der hier vorgestellte PMCA-Assay mit Stahlstiftprifkérpern fir die Priondesinfektion
zeigte eine konsistente quantitative Korrelation zwischen der biochemischen
Keimaktivitat und biologischen Infektiositat von 263K Scrapie-Prionen. Begleitend
dazu wurde Scrapie-assoziierte Keimaktivitat in Hirnhomogenaten oder PMCA-
Produkten auf ein biologisches in vitro-System, ndmlich Gliazellkulturen, Ubertragen
und darin vermehrt. Im experimentellen Paradigma dieser Arbeit stellt die
Keimaktivitdt von Scrapie-assoziiertem Prionprotein somit in vitro ein biochemisch

und biologisch aktives und replikatives Prinzip dar.

Durch PMCA vermehrte Keimaktivitat wurde bereits in friiheren Studien als fur Tiere
infektios nachgewiesen (Castilla et al., 2005; Weber et al., 2006). Streng genommen
ist diese Kongruenz allerdings nur genau fir die in den genannten Arbeiten
beschriebenen experimentellen Bedingungen belegt. Im Hinblick auf ethische und
praktische Aspekte (Kosten, Zeitdauer) kann die Korrelation der Keimaktivitat und

Infektiositat von Prionen grundsétzlich nur in Einzelfallen in Tieren validiert werden.
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Mit dem hier beschriebenen Zellkulturassay steht nun perspektivisch ein praktikabler
Standard zur Verfiigung, um mittels PMCA nachgewiesene Keimaktivitét bei Bedarf,

oder auch routinemé&Rig, als biologisch aktives und replikatives Prinzip zur validieren.

Wenn biochemische Assays zur quantitativen Bestimmung Scrapie-assoziierter
Keimaktivitdt zusammen mit dem Nachweis der biologischen Wirkung und
Vermehrung dieser Keimaktivitat in einem Zellkultursystem gefuhrt werden, stellt
dies eine fir Desinfektionsstudien und andere Zwecke der Prionforschung potentiell
gleichwertige oder sogar Uberlegene Alternative zum Prion-Bioassay in Tieren dar.
Die Gliazellkultur-gekoppelte PMCA ist schneller, kostenglinstiger und in ethischer
Hinsicht weniger kritisch als Priontitrationen in Tieren. Sie hat daneben auch eine
hohere Sensitivitdt und erlaubt einen wesentlich groReren Probendurchsatz.
Allerdings ist es erforderlich, die Aquivalenz oder Uberlegenheit kombinierter
PMCA- und Zellkulturassays beim Nachweis von Prionen im Vergleich zum
Tierversuch zukunftig auf eine groRere Datengrundlage zu stellen und weiter zu

untermauern.

Nicht zuletzt bleibt anzumerken, dass die in dieser Arbeit dargestellten Befunde
widerspruchsfrei mit dem Nukleations-Polymerisationsmodell der Prionreplikation
[Come et al., 1993] vereinbar sind. Sie legen die proteindse Keimaktivitat und
pathogene Infektiositat von 263K Scrapie-Prionen als biochemische und biologische

Manifestationen desselben replikativen Prinzips nahe.
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5. Zusammenfassung

Prionen verursachen transmissible spongiforme Enzephalopathien wie Scrapie, die
bovine spongiforme Enzephalopathie oder die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit und
bestehen aus fehlgefaltetem, aggregierten Prionprotein (PrP). Aufgrund ihrer hohen
Toleranz gegeniiber (blichen Desinfektionsverfahren stellen sie sowohl eine
besondere Herausforderung als auch ein exzellentes Paradigma fiir die Aufbereitung
von chirurgischen Instrumenten dar. Tatséchlich haben sich Prionen bereits als
aussagekraftige Modellpathogene fir die Entwicklung neuer Formulierungen zur
hochwirksamen Desinfektion auch von Bakterien, Viren und Pilzen bewahrt. Um
Prionen zukunftig in grélRerem Umfang als Testerreger zur Entwicklung neuer Mittel
und Verfahren fur die Breitspektrumdesinfektion ohne Ruckgriff auf Tierversuche
nutzen zu konnen, wurden in dieser Arbeit in vitro-Ersatzmethoden fir Prion-

Bioassays in Nagetieren aufgebaut und validiert.

Zur quantitativen biochemischen Bestimmung der PrP-konvertierenden Keimaktivitét
des Scrapie-assoziierten Prionproteins wurde ein spezifisch adaptierter Protein
Misfolding Cyclic Amplification (PMCA)-Assay etabliert. Mit hamster-adaptierten
Scrapie-Prionen (Stamm 263K) kontaminierte Stahlstifte wurden verschiedenen
Desinfektionsbehandlungen und anschlieRend einer quantitativen PMCA unterzogen.
Die Ergebnisse des PMCA-Assays wurden dann mit bereits fruher erhobenen
Bioassay-Daten zur Reduktion infektidser Priontiter durch die angewandten
Desinfektionsverfahren verglichen. Zusétzlich dazu wurde ein Zellkulturassay mit
priméaren Gliazellen aus Hamstern zum biologischen in vitro-Nachweis der

Keimaktivitat des Prionproteins entwickelt.

Der Nachweis von Scrapie-assoziierter Keimaktivitat an Stahlstiftprufkorpern in der
guantitativen PMCA Ubertraf die Sensitivitdt des Nachweises von Prioninfektiositét
im Tierversuch um mindestens eine GrofRenordnung. Dabei konnte die Reduktion der
Prioninfektiositat an Stahlstiftprifkérpern durch 16 verschiedene Desinfektions-
verfahren mit Titerreduktionen von weniger als 10'-fach bis zu gréRer oder gleich
10°°-fach durchgéngig korrekt abgeschatzt werden. Mittels PMCA biochemisch
nachgewiesene Keimaktivitat lieR sich auch biologisch in der Zellkultur detektieren.

Konzeptionell deuten die Befunde dieser Arbeit darauf hin, dass die proteindse
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Keimaktivitat und pathogene Infektiositat von 263K Scrapie-Prionen biochemische
und biologische Manifestationen desselben molekularen Prinzips darstellen. In
praktischer Hinsicht steht mit der Gliazellkultur-gekoppelten PMCA potentiell eine
gleichwertige oder sogar Uberlegene Alternative zum Prion-Bioassay in Tieren zur

Verfligung.
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6. Summary

Prions are misfolded, aggregated prion proteins (PrP) and the causative agents of
transmissible spongiform encephalopathies such as scrapie, bovine spongiform
encephalopathy (BSE) or Creutzfeldt-Jakob disease. Prions are pathogens with an
unusually high tolerance to inactivation and constitute a complex challenge as well as
an informative paradigm for the re-processing of surgical instruments. They have
been exploited successfully as model pathogens for the development of novel
disinfectants with simultaneous activity also against bacteria, viruses and fungi. In
order to further facilitate the use of prions as model agents in the search for novel
broad-range disinfectants without the use of animal experiments we established and
validated an experimental platform for the sensitive quantitative measurement and

biological detection of scrapie seeding activity in vitro.

We used specifically adapted serial protein misfolding cyclic amplification (PMCA)
for the quantitative biochemical detection of the seeding activity of scrapie associated
prion protein. Steel wires contaminated with 263K scrapie prions were subjected to
different decontamination procedures and subsequently analysed by quantitative
PMCA. The results of the PMCA assay were validated by comparison to bioassay
data previously established for similar treatments of steel wires. Furthermore a novel
cell culture assay of cerebral glial cell cultures from hamsters was established for the

biological detection of 263K scrapie seeding activity.

The detection limit for scrapie seeding activity on steel wires in the PMCA assay
exceeded that for prion infectivity detected by bioassay at least tenfold. The residual
scrapie infectivity’s on test wires treated with 16 different disinfection procedures
yielding scrapie titre reductions of <10'- to >10°-fold could be correctly deduced, for
all examined procedures, from our quantitative seeding activity assay. In addition, we
found that scrapie seeding activity biochemically detected by PMCA could be also
demonstrated biologically in the cell culture assay. Conceptually, the findings from
this work suggested the seeding activity and infectivity of 263K scrapie prions as
corresponding biochemical and biological manifestations of the same replicative
molecular principle. In practical terms, our biochemical and biological in vitro assays,
when combined, potentially provide a coequal or even superior alternative to titrations

of scrapie infectivity in animals.
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8. Anhang

8.1. Abklrzungsverzeichnis

® i eingetragenes Warenzeichen

263K Hamster-adaptierter Scrapie Stamm

Abb....oo Abbildung

APS.....cooire, Ammoniumpersulfat

AP, Alkalische Phosphatase

AS., Aminosaure

bFGF....cccoiieee, basischer Fibroblasten Wachstumsfaktor (engl.: basic
fibroblast growth factor)

BSE.....ooooiee, spongiforme Enzephalopathie bei Rindern (engl.: Bovine
Spongiforme Enzephalopathy)

R O Grad Celsius

(o7 VOURURORRRR circa

CAPS.....cccoveee, N-Cyclohexyl-3-Aminopropan-Sulfonsaure (engl.: N-
cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid)

CDP..oviieeee 2-Chlor-5-(4-Methoxyspiro-1,2-Dioxetan-3,2-(5-Chlor))

CHES......cc N-Cyclohexyl-2-Aminoethan-Sulfonséure (engl.: N-
cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid)

(O | Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (engl.: Creutzfeldt-Jakob-
Disease [CJD])

CLSM....ccoiiiiiiiiei konfokale Laser Scanning Mikroskopie (engl.: confocal Laser

Scanning Microscopy)

CSF..veieeee e, Zerebrospinalflussigkeit (engl.: Cerobrospinal Fluid)

CWD.....coooiiiiiiiee Chronische Auszehrung bei Zerviden (engl.: Chronic Wasting
Disease)

DAPL...ccooviiiiee, 4',6-Diamidin-2-Phenylindol

ddH20......ccoeeveee, doppelt destilliertes Wasser

o O O das heifdt

APe i Tage nach der initialen Exposition

EDTA. ..., Ethylendiamintetraessigsaure
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EGF...coooieeee epidermaler Wachstumsfaktor (engl.: epidermal growth
factor)

ER. oo endoplasmatisches Retikulum

etal....ccoooiiiiin, und andere (lat.: et altera)

FCIK i famili&re Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

FRL o fatale familidre Schlafstérung (engl.: Fatal Familial Insomnia)

] = spongiforme Enzephalopathie bei Katzen (engl.: Feline
Spongiforme Encephalopathy)

o FH PRSPPI Gramm

GDA....co e Glutardialdehyd

GANSCN......ccoveviiien, Guanidiniumthiocyanat

GFAP.....coeiveeeie, saures Gliafaser Protein (engl.: Glial Fibrillary Acidic
Protein)

GIM..ooiiiiiee Gliazellisolationsmedium

(€] o P Glykolipid-Phosphatidylinositol

GSS..ooe Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom

GWM.....coeiveeeen, Gliazellwachstumsmedium

PR Stunden

HA oo, Hirnaquivalent

HCl.ooooee, Chlorwasserstoffsaure

o Hirnhomogenat von normalen Hamstern

o Hirnhomogent von mit 263K Scrapie infizierten Hamster

([ oS intrazerebral (engl.: intracerebral)

[[ON ] iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

109G, Immunglobulin G

IMP. s implantiert

KATS oot Keimaktivitat an den Teststiften

KARS. ..o oovveieeeeiiee e Keimaktivitat an den Referenzstiften

KDA. ..., Kilodalton

KHoPO4..oovvvveeiiiee Kaliumhydrogenphosphat

LDsgic.imp..eeeeeeeerererernnns mittlere letale Dosis der 263K Scrapie Infektiositat nach

intrazerebraler Implantation
10GS. ..o, Log1o-Stufen
LPP.iiees Laemmli-Probenpuffer
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MIN. e Minuten

M Milliliter

MM..ooieeee milli Molar

NaHCOs....cocoeevvveeenee Natriumhydrogencarbonat

NagHPO4...oovviiiiiiee Natriumdihydrogenphosphat

NaOCl......ccccooveviiinne, Natriumhypochlorid

NaOH........ccocvviveiiene Natriumhydroxid

] = F Neurobasalmedium

NCIDSU......ccooevieinnns National CJD Surveillance Unit

NGS....ooiiee normales Ziegenserum (engl.: Normal Goat Serum)

NMR....cooooiiieireen, Kernspinresonanz (engl.: Nuclear Magnetic Resonance)

NSPM.....cccooviveireene Neurospharen Medium

OIE. ... World Organisation for Animal Health

PBS.....cooeieeeeiie Phosphat-gepufferte Salzlésung (engl.: Phosphat-Buffered
Saline)

PCR...ooiev e, Polymerase Kettenreaktion (engl.: Polymerase Chain
Reaktion)

PK e Proteinase K

PMCA......coeieiee zyklische Amplifikation fehlgefalten Proteins (engl.: Protein
Misfolding Cyclic Amplification)

PMSF.....cooii Phenylmethylsulfonylfluorid

PNGaseF.........cccvvnens N-Glycosidase F

Prion.....cccceevvieiieiinnns proteindses infektioses Partikel (engl.: Proteinaceous

Infectious Particle)

o R Prionprotein

o metastabiler Ubergangszustand des Prionproteins
PrP27-30....ccccceiveiennn. Proteinase K resistenter Kern des PrP*°

PIP oo, zellul&res Prionprotein

PIPres.....ccccoceevvevevinennn. Protease resistentes Prionprotein

PrP% e fehlgefaltetes, unldsliches Prionprotein
PVDF....cooovvieiiee Polyvinylidendifluoride

gPMCA.......coeiei quantitative PMCA

RF. e, Reduktionsfaktor

RKIL..ooooo . Robert Koch-Institut
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RML...ooooviiiiiiecie, mausadaptiertes Scrapie-Isolat (Rocky-Mountain-Laboratory)

RNA ... Ribonucleinsaure (engl.. ribonucleic acid)

(0] 1 Umdrehungen pro minute (engl.: rounds per minute)

RT e Raumtemperatur

RT-QuIC........ceee Real Time Quaking Induced Conversion Assay

S Schwefel

SA Standardabweichung

SAF...oi e mit Scrapie assoziierte Fibrillen (engl.: Scrapie Associated
Fibril)

Sarcosyl......ccocvvveinnne. N-Lauroylsarcosine

] ON | T sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

SDS..coiieeee Natriumdodecylsulfat (engl.: Sodium Dodecyl Sulfate)

SDS-PAGE.................. Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
(engl.: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

SEC.uiveitisiestenienieereeeeneas Sekunden

SPMCA.....cciiiiie serielle PMCA

SVZ.oiiiiiiiiii subventrikuldre Zone

Tab..oee e Tabelle

LI L 7 PRSP Zellen am 40. Tag nach der Beimpfung

Tl Tablette

TBS..iieee Tris-gepufferte Salzldsung (engl.: Tris-Buffered Saline)

TBST..coiiveieeeecie TBS mit Tween 20 (engl.: Tris-Buffered Saline Tween 20)

TEMED.......ccccovevenen Tetramethylethylendiamin

TME....o e, Ubertragbare Enzephalopathie der Nerze (engl.: Transmissible
Mink Encephalopathy)

TRIS...cooieee Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan

L] IR ubertragbare schwammartige Enzephalopathien

(Transmissible Spongiforme Encephalopathy)

Tween 20.......cccccveeee Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
UV Ultraviolett

(/O | Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
VKo, Vereinigtes Konigreich

VS, Versus
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VIV i, Volumen pro Volumen
W Watt
WV, Gewicht pro Volumen
Z.Bo zum Beispiel

INS....cooii Zentralnervensystem
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