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1 Einleitung

Die Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSE) kommen bis auf wenige
Ausnahmen weltweit vor. Der Name resultiert einerseits aus ihrer Ubertragbarkeit,
andererseits aus den schwammartigen Hirnverdnderungen, die bei diesen Erkrankungen
histopathologisch nachgewiesen werden konnen. In Deutschland gehéren TSEs zu den
anzeigepflichtigen Tierseuchen. Als Verursacher werden nach heutigem Kenntnisstand

Prionen (proteinaceous infectious particles) angesehen.

Inzwischen sind eine ganze Reihe von Krankheitsbildern sowohl beim Menschen [Kuru,
Creutzfeldt-Jakob Disease (CJD), Neue Variante Creutzfeldt-Jakob Disease (nvCJID),
Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS), Fatal Familial Insomnia (FFI)] als auch bei
Tieren [u.a. Scrapie bei Schaf und Ziege, Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei
Rind und Bison, Feline Spongiforme Enzephalopathie (FSE) bei der Katze, Transmissible
Mink Enzephalopathie (TME) beim Nerz, sowie Chronic wasting disease (CWD) beim

Maultierhirsch] beschrieben.

Seit einigen Jahren konnten durch epidemiologische Studien wie auch experimentell die
Ubertragbarkeit dieser Erkrankung iiber verschiedene Speziesbarrieren hinweg (z.B. von
Schaf auf Rind/Ziege/Nerz, von Rind auf Mensch/Nerz/Affe/andere Wiederkduer/Katze etc.)
beobachtet werden (HOUSTON et al., 2000; GROSCHUP et al., 2001). Die genauen
Ubertragungswege der TSE sind jedoch noch nicht geklirt. Im Falle der BSE wird von einer
oralen Infektion durch Verfiitterung unzureichend erhitzten Tiermehls ausgegangen. Bei
Kuru ist bekannt, dass diese Erkrankung sich durch den im betroffenen Kulturkreis
praktizierten Kannibalismus verbreitete. Bei CJD wiederum kann man eine familiire Form
(genetisch bedingt), eine sporadische Form (vermutlich eine Mutation) und eine iatrogene
Form (z.B. durch Hornhauttransplantation) unterscheiden. Die nvCJD wird, da
iiberproportional in GB vertreten [bis Januar 2005: 153 Fille, auBerhalb von GB im selben
Zeitraum: 18 Fille (Quelle: http://vetolavie.chez.tiscali.fr/bse/details/mcj.htm)], mit dem
Verzehr von BSE-Fleisch in Zusammenhang gebracht (WILL, 2001; ZERR & POSER,
2001).

Nachdem bis heute weder Therapie- noch Impfmdoglichkeit bestehen, ist eine rigorose BSE-

Bekdmpfung zum Schutz von Verbraucher und Tierpopulation von vorrangiger Bedeutung.



Da zellulires Prion Protein (PrP) als Quelle fiir die Replikation von Prp* fungiert, und
somit das Vorkommen von PrP® in unterschiedlichen Geweben Riickschliisse auf deren
potentielle Infektiositdt ermdglicht, ist es von grundsitzlichem lebensmittelhygienischem
Interesse, entsprechende Daten zur physiologischen Verteilung dieses Proteins im

Organismus zur Verfiigung zu haben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines moglichst sensitiven
Enzymimmuntests zum Nachweis von zelluldrem Prion Protein um damit nach Optimierung
der Extraktionsbedingungen das Vorkommen und die Verteilung dieses korpereigenen
Proteins in verschiedenen Geweben von Lammern, Kilbern sowie erwachsenen Rindern zu
untersuchen. Auch Milch verschiedener Tierarten wurde auf ihren Gehalt an zellulirem PrP©
analysiert, wobei auch das Verteilungsmuster dieses Proteins auf die einzelnen

Milchfraktionen, wie z.B. Magermilch, Molke und Caseinfraktion bestimmt wurde.

Teile dieser Arbeit wurden durch das Bayerische Staatsministerium fiir Umwelt, Gesundheit

und Verbraucherschutz im Rahmen des BSE-Forschungsverbundes gefordert.



2 Schrifttum

2.1 Struktureller Aufbau von Prion Proteinen

Der Begriff des Prion Proteins (PrP) wurde von PRUSINER (1982a) geprigt. Er leitet sich ab
von ,proteinaceous infectious particle. Prionen gelten als Verursacher der sog.
Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSE). Anders als bei konventionellen
Krankheitserregern, wie Bakterien, Pilze und Viren, scheint die ,Erreger“-Amplifikation
unabhéngig von Nukleinsduren abzulaufen (ALPER et al., 1967; PRUSINER et al., 1982b;
OESCH et al., 1985). Aus diesem Grunde kann nicht von Erregern im herkdmmlichen Sinn
gesprochen werden. In der Literatur findet man daher vielfach den Begriff des ,,infektiosen
Agens®. Eine weitere Besonderheit ist die mangelnde Immunreaktion sowohl im betroffenen
Wirt als auch bei der Generierung von Antikorpern im Versuchstier (siche dazu auch 2.4) im

Rahmen dieser Erkrankungen.

Beim Prion Protein handelt es sich um ein korpereigenes (OESCH et al., 1985) Glykoprotein
(ENDO et al., 1989; HARAGUCHI et al., 1989; RUDD et al., 1999; STIMSON et al., 1999),
welches an der Zelloberfliche in cholesterinreichen, detergenzunloslichen Domidnen der
Membran gebunden vorliegt (TARABOULOS et al., 1995; VEY et al., 1996; KANEKO et
al., 1997). Dieses ,,normale*, zellulire PrP (PrP®) weist die selbe Aminosiuresequenz auf wie
das krankheitsauslosende, Scrapie-assoziierte PrP (PrP%) (STAHL et al., 1993) und

unterscheidet sich von diesem lediglich in seiner Sekundér- und Tertidrstruktur.

211 Strukturcharakterisierung und Funktion von PrP°®

Die Aminoséuresequenzen von Prionproteinen sind bei den verschiedenen Tierarten
weitgehend konserviert (SCHATZL, 2001). Es besteht eine Sequenzhomologie des
Prionproteins bei den verschiedenen Saugerspezies von liber 90 % (GROSCHUP et al.,
1997).

Zur besseren Vergleichbarkeit der vorliegenden Daten iiber die Bedeutung bestimmter

Aminosduresequenzen wurden alle Angaben an die von HILLS et al. (2001) vorgeschlagene



Nummerierung angepasst.

PrPC weist drei o—Helices auf, welche die Aminosduren (AS) 147-157 (1), 176-197 (2) und
203-229 (3) umspannen (GARCIA et al., 2000). Hinzu kommt eine zweistringige
antiparallele p—Faltblattstruktur (AS 131-134 und 164-167) (GARCIA et al., 2000). Aus
diesem doppelstrangigem P—Faltblatt, der a-Helix 2 und der a-Helix 3 ergibt sich ein stabiler
hydrophober Kern. Das N-terminale Ende des Molekiils hingegen ist eher unstrukturiert
(RIEK et al., 1997; JAMES et al., 1997; RIEK et al., 1998; GARCIA et al., 2000; ZAHN et
al., 2000). Der Transport an die Zelloberfliche findet {iber eine N-terminal lokalisierte
Leadersequenz statt. Als weitere Strukturen am N-Terminus finden sich charakteristische
Oktarepeatsequenzen (Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-Gln; AS 54-103). Ferner weist das
Molekiil zwischen Cys 190 und Cys 225 eine Disulfidbriicke auf (TURK et al., 1988), sowie
zwei Glykosylierungsstellen an Asn 192 und Asn 208. Da diese in unterschiedlichem Malle
glykosyliert sein konnen, wird dieses Charakteristikum auch in der Diagnostik verwendet
(2.2.3.2). Am C-terminalen Ser 242 befindet sich ein Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-
Anker, mit dessen Hilfe das Glykoprotein an der Zellmembran fixiert ist. Die Struktur von

PrP€ ist schematisch in Abb. 1 dargestellt.

PAN et al. (1993) und SAFAR et al. (1993) fiihrten Untersuchungen zur Sekundirstruktur
von Hamster PrP® und PrP*® durch. Fiir rekombinantes Maus-PrP (rPrP) liegen Daten von
RIEK et al. (1997) vor. Hamster rPrP wurde von DONNE et al. (1997), sowie bovines rPrP
von GARCIA et al. (2000) untersucht.

Im Hinblick auf die physiologische Funktion des PrP im Organismus gibt es verschiedene
Forschungsansdtze. MOUILETT-RICHARD et al. (2000) vermuten in PrP¢ ein
Signaltransduktionsprotein, welches seine Signalaktivitdt vor allem an Neuriten entfaltet. Des
Weiteren kann PrP mit seiner Oktarepeatregion Kupfer binden (BROWN et al., 1997;
STOCKEL et al., 1998; MIURA et al., 1999; VILES et al., 1999; ARONOFF-SPENCER et
al., 2000), wobei pH-abhingig jeweils ein Oktarepeat (mittels His-Gly-Gly-Gly) ein
Kupferion binden kann (MIURA et al., 1999). Damit kann PrP€ als Carrier fiir diese Ionen
fungieren oder mdglicherweise selbst als Cu-abhingiges Enzym, wie beispielsweise die
Superoxiddismutase (BROWN et al., 1999; WAGGONER et al., 2000), agieren. Letztere
Funktion konnte jedoch von HUTTER et al. (2003) nicht bestétigt werden.
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Abbildung 1: Aminosduresequenz des bovinen PrP (Nummerierung nach HILLS et al., 2001), Aminoséduredifferenzen zum Schaf sind

jeweils tiber der fortlaufenden Sequenz eingetragen. Die Epitope, die von den in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen

Antikorpern (mAk) erkannt werden, sind grau unterlegt und mit dem Namen des jeweiligen mAk versehen.



2.1.2 Biochemische Eigenschaften von PrP® und PrP*

Wihrend die Sekundirstruktur von PrP© wie oben beschrieben u. a. mittels Rontgenstruktur-
analyse oder NMR-Spektroskopie untersucht worden ist, liegen derartige Daten fiir PrP®
noch nicht vor, bislang existieren lediglich Modellvorstellungen. Uberwiegt bei PrP¢ mit
42 % der o—Helix-Anteil gegeniiber 3 % B—Faltblatt-Anteil, so finden sich bei PrP* 43 % B
Faltblattstrukturen und 30 % o—Helix-Strukturen (CAUGHEY et al., 1991; PAN et al., 1993;
SAFAR et al., 1993; HARRIS, 1999). Das Molekulargewicht des Proteins liegt, bedingt
durch unterschiedliche Glykosylierungsstufen (un-, einfach- oder zweifach glykosyliert) bei
33-35 kDa (OESCH et al., 1985). Abb. 2 zeigt eine Modellvorstellung der globulidren Region
von PrP® und PrP*. Was die Quartirstruktur anbelangt, so kommt PrP*® in sog. Scrapie-
assoziierten Fibrillen (SAF) ,,gestapelt vor (MERZ et al., 1981; PRUSINER et al., 1983),
wihrend PrP€ iiber einen (GPI)-Anker mit der Zellmembran verbunden ist (STAHL et al.,
1987).

Abbildung 2: Modellvorstellung von PrP¢ und PrP*. Entnommen aus:

http://www.bio.vu.nl/thb/users/ingeborg/Prionlmages pl.html




Das biochemische Hauptmerkmal, das in der Diagnostik und Forschung hiufig genutzt wird,
ist die Proteinase K (PK)-Sensitivitit von PrP. Wihrend PrP¢ durch PK nahezu vollstindig
abgebaut wird, wird PrP* lediglich bis auf eine GroBe von 27-30 kDa (je nach
Glykosylierung) reduziert (PrP?’>% (PRUSINER et al., 1982b), da sich die C-terminalen 141
Aminoséuren von PrP* durch Resistenz gegen PK auszeichnen (PRUSINER et al., 1982b;
MCcKINLEY et al., 1983). Daher riihren die in der Literatur héufig verwendeten
Abkiirzungen PrP**" (PK-sensitiv) und PrP™ (PK-resistent), welche jedoch nicht synonym
mit PrP® und PrP*° zu verstehen sind. Diese Resistenz ist jedoch nicht absolut zu sehen. Lisst
man die PK zu lange einwirken, wird auch PrP* abgebaut (KUCZIUS & GROSCHUP,
1999).

2.2 Nachweis von Prion Proteinen

Nachdem nvCJD kausal mit dem Auftreten von BSE in Zusammenhang gebracht wurde (vgl.
1), ist der Nachweis von Prion Proteinen nicht zuletzt im Sinne des Verbraucherschutzes von
besonderem Interesse sowohl fiir die Diagnostik von TSE-Erkrankungen bei Mensch und

Tier, als auch fiir die Erforschung des Krankheitsgeschehens.

In der Regel konnen Infektionskrankheiten, wie sie bislang herkommlicherweise definiert
wurden, direkt, durch Nachweis des Erregers bzw. seiner Stoffwechselprodukte, oder
indirekt, durch Nachweis von Antikorpern, die gegen den Erreger gebildet worden sind,
diagnostiziert werden. Als Probenmaterial fiir die Diagnostik dienen: Unterschiedliche
Korperfliissigkeiten, wie Blut, Liquor, Urin und Milch, sowie durch Biopsie erhaltene

Gewebeproben.

Blut BSE-erkrankter Tiere erwies sich als unverdndert gegeniiber dem gesunder Tiere
(JOHNSON & WHITAKER, 1988; SCOTT et al., 1989). Auch die Untersuchung des
Liquors dient bei Rindern bislang lediglich dazu, differentialdiagnostisch Infektionen
bakterieller oder viraler Art auszuschlieBen (SCOTT et al., 1989; SCOTT et al., 1995). Was
die fiir den Menschen zur Verfiigung stehenden Surrogatmarker, wie unter anderem das 14-3-
3 Protein (HSICH et al., 1996; MOUSSAVIAN et al., 1997; ZERR et al., 1997), sowie die
neuronspezifische Enolase (SCHAARSCHMIDT et al., 1994) anbelangt, so sind diese fiir die
BSE-Diagnostik ungeeignet (ROBEY et al., 1998). Allerdings sind diese Marker allgemein



bei Nervenzelluntergang oder Astrozytenaktivierung erhoht. Somit stellt bislang der
Direktnachweis des infektiosen Agens (im Gehirn) die einzig sichere Diagnosemdglichkeit

dar.

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei PrP um ein korpereigenes Protein handelt und
aufgrund der bereits unter 2.1.1 beschriebenen groBlen Homologie des PrP innerhalb der
Saugerspezies kann nicht per se von einer Immunreaktion nach einer Infektion ausgegangen
werden. Somit ist nicht damit zu rechnen, dass zytotoxische T-Zellen oder spezifische B-
Zellen gebildet werden. Die einzige immunologische Verdnderung im betroffenen Wirt
besteht in einer Aktivierung von Gliazellen (Astrozyten und Mikrogliazellen) und

Einwanderung von Makrophagen (KRETZSCHMAR, 2002).

Im Folgenden werden einige Methoden, zelluldres bzw. Scrapie-assoziierte PrP
nachzuweisen, beschrieben. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass der Nachweis von
PrP€ vor allem fiir die Grundlagenforschung von Bedeutung ist, wihrend die Detektion von

PrP* in der Diagnostik der Krankheit eine entscheidende Rolle spielt.

2.2.1 Bioassay

Hierbei wird gesunden Tieren - dabei werden wegen der verglichen mit anderen Tierarten
kurzen Inkubationszeit i.d.R. Méuse oder auch Syrian Golden Hamster verwendet - TSE-
Verdachtsmaterial verfiittert oder direkt ins Gehirn inokuliert. Nicht zuletzt wegen der langen
Testdauer, [bei C57BL/6 Mausen fiir BSE mind. 197 Tage (KUCZIUS et al., 1998)] eignet
sich dieses Verfahren nicht fiir die Routinediagnostik, wird jedoch in einigen
Forschungsbereichen noch verwendet. Im Unterschied zu den folgenden (immunchemischen)
Nachweisverfahren wird im Bioassay Infektiositit und damit PrP* nachgewiesen, wihrend

bei den Methoden, die sich eines PK-Verdaus bedienen, lediglich PrP™ nachgewiesen wird.



2.2.2 Histopathologie

Bei dieser seit lingerem in der Diagnostik verwendeten Technik, werden anhand von
Gewebeschnitten aus dem ZNS spongiforme Verdnderungen des Neuropils, sowie z. B. mit
Kongorot-Farbung Ablagerungen sog. amyloide Plaques (Abb. 3) nachgewiesen.
Elektronenmikroskopisch sind ferner Scrapie-assoziierte Fibrillen (SAFs) erkennbar
(RUBENSTEIN et al., 1986). In der Veterindrmedizin wird die Histopathologie
ausschlieflich zur postmortem Diagnostik eingesetzt. Zur schnellen und spezifischen
Diagnosestellung beim Menschen werden aber gelegentlich auch durch Gehirnbiopsie
gewonnene Proben untersucht, wobei allerdings charakteristische Verdnderungen erst kurz

vor Beginn der klinischen Phase erkennbar sind (HORNLIMANN et al., 2001).

Abbildung 3: Histologische Verdnderung im ZNS bei CJD: vakuoldre Degeneration
und Bildung von amyloiden Plaques.

Entnommen aus: http://www.cjd.ed.ac.uk/path.htm




2.2.3 Immunchemische Verfahren

2231 Immunhistochemie

Hierbei wird PrP® bzw. PrP* in Gewebeschnitten mittels Antikdrpern nachgewiesen. Als
Untersuchungsmaterial kann beim Rind bislang ausschlielich ZNS-Gewebe verwendet
werden, wihrend bei Schafen PrP> auch in Nickhaut (O'ROURKE et al.,, 1998a;
O'ROURKE et al., 2000), Tonsillen (SCHREUDER et al., 1998) und Lymphknoten
(GARSSEN et al., 2000; HEGGEBO et al., 2003) nachweisbar ist. Da diese Gewebe per
Biopsie entnommen werden kdnnen, ist bei Schafen prinzipiell auch eine Diagnosestellung
am lebenden Tier moglich. Ob PrP¢ oder PrP* nachgewiesen wird, hingt von der
Vorbehandlung des Gewebes ab. Die bisher etablierten Antikorper sind alle gegen lineare
Sequenzen des Prions gerichtet (vgl. 2.4), und konnen ohne eine spezielle Vorbehandlung des
Materials PrP und PrP*° nicht unterscheiden. So wird beispielsweise in einer von
O’ROURKE et al. (1998b) entwickelten Methode das Gewebe erst bei 121 °C autoklaviert
und dann unter Verwendung des Antikorpers F89/160.1.5 der Prion-Nachweis in den

entsprechenden Gehirnschnitten durchgefiihrt.

Eine Sonderform der Immunhistochemie ist der PET-Blot (paraffin embedded tissue-blot)
(SCHULZ-SCHAEFFER et al., 2000; RITCHIE et al., 2004), bei dem das PrP aus den zu
untersuchenden Gewebeschnitten zuerst auf eine Membran geblottet und vor Durchfiihrung

der Immunodetektion mit PK-verdaut wird.

2.2.3.2 Analytische Methoden

Als weitere auf immunchemischen Prinzipien basierende Nachweisverfahren stehen
Westernblot und Enzymimmunoassay (EIA) zur Verfiigung. Diese erlauben einen PrP-
Nachweis in einem breiten Gewebsspektrum. Im Unterschied zur Immunhistochemie geht
hier jedoch der PrP-Detektion eine Gewebezerkleinerung voraus. Die PrP*° assoziierten
Verdnderungen sind also nicht mehr im natiirlichen Gewebekontext sichtbar. Beide
Verfahren, Immunoblot (Abb. 4) (FARQUHAR et al., 1989; IKEGAMI et al., 1991; RACE
et al.,, 1992; MURAMATSU et al., 1993; SOMERVILLE et al., 1997; SCHALLER et al.,
1999) und EIA (GRATHWOHL et al., 1997; BIFFIGER et al., 2002; GRASSI, 2003) werden
sehr héufig in der Diagnostik eingesetzt. MOYNAGH & SCHIMMEL fiihrten 1999 eine

10



Evaluierung von vier dieser Tests, drei EIAs und einem Immunoblot, im Auftrag der EU
Kommission durch. Aufgrund der dabei erhaltenen Ergebnisse wurden folgende drei
Verfahren zur BSE-Diagnostik zugelassen: Prionics-Check-Test, Prionics A.G., Schweiz,
Enfer BSE Test, Enfer Technology Ltd., Irland, Platelia BSE-Test der Firma BioRad,
entwickelt vom Commissariat a 1’Energie Atomique (CEA), Frankreich. DESLYS et al.
(2001) berichteten, dass einer dieser Schnelltests eine dem Mausbioassay vergleichbare
Sensitivitdt aufweist. Auch fiir den Nachweis von zelluldrem PrP ist ein Sandwich-Assay

erhiltlich (ANONYM, 2003b).
+ +

- -
-
-

44—
4
\ll‘

—

controle

Abbildung 4: Beispielhafte Ergebnisdarstellung eines Immunoblots: + PrP™; - PrP*";
Die drei Banden spiegeln die drei moglichen Glykosylierungsstufen
(un-, einfach-, zweifach glykosyliert) und damit drei verschiedene
Molekulargewichte wieder.
Entnommen aus:

http://www.bio.vu.nl/thb/users/ingeborg/Prionlmages m1.html

224 Weitere Methoden zum Nachweis von PrP

Weitere immunologische wie auch nicht immunologische Methoden, die den Nachweis von
Prion Protein auch im Blut ermdglichen sollen, werden von BROWN et al. (2001)
beschrieben. Dazu zéhlt u.a. die Kapillarelektrophorese (SCHMERR et al., 1998; SCHMERR
et al., 1999; CERVENAKOVA et al., 2003). Versuche zum Nachweis kleinster PrPSe-
Mengen im Liquor mittels Dual-color SIFT (Scanning for intensely fluorescent targets)

(BIESCHKE et al.,, 2000) zeigten, dass diese Methode ca. 20-fach sensitiver als der

11



Westernblot ist. Den Bioassay ins Reagenzglas iibertragen haben SABORIO et al. (2001).
Sie entwickelten einen Test, der auf einer zyklischen Amplifikation von PrP*° (aus einer
Probe eines TSE-infizierten Tieres) in einem PrP¢-reichen Medium beruht. Modifiziert wurde
dieses System von NISHINA et al. (2004). Die meisten dieser Nachweisverfahren befinden

sich derzeit allerdings noch im Entwicklungsstadium.

2.3 Verteilung von Prion Proteinen in verschiedenen Organen

Nachdem das zellulire Prion Protein als Template fiir die Replikation von PrP* dient
(PRUSINER et al., 1990; KOCISKO et al., 1994; BLATTLER et al., 1997; KIRBY et al.,
2003; LUCASSEN et al., 2003) und weiterhin bis heute die Erregerausbreitung innerhalb des
Korpers, trotz einiger Theorien, die sich vor allem auf die Rolle von B-Lymphozyten und den
axonalen Transport beziehen (vgl. BLATTLER et al., 1997; BEEKES et al., 1998;
BRANDNER et al.,, 1999; WEISSMANN, 2004), nicht bekannt ist, war und ist die
Verteilung und Expression des zelluldiren Prion Proteins von grundlegendem

Forschungsinteresse.

Wiéhrend man zunidchst davon ausging, dass Prion Proteine nahezu ausschlieflich in
Neuronen exprimiert werden (KRETSCHMAR et al., 1986), konnten CASHMAN et al.
(1990) die Expression von PrP mRNA und Protein in Lymphozyten zeigen. BENDHEIM et
al. (1992) untersuchten Hamstergewebe mittels Immunoblot und erhielten PrP-assoziierte
Banden in Gehirn, Lunge, Milz, Niere, Nebenniere, Ovarien, Testes, Skelettmuskulatur,
Intestinaltrakt und Buffy Coat. Unter anderem konnten, entgegen WEISSMANN (1994),
auch in Pankreas und Leber geringe Level an zellulirem PrP nachgewiesen werden
(BENDHEIM et al., 1992; MOUDJOU et al., 2001). SHAKED et al. (1999) wiesen PrP in
der Zellmembran von Spermien bei Rind, Mensch, Hamster und Maus nach. PAMMER et al.
konnten 1999 =zelluldres Prion Protein in Plattenepithelzellen der Haut und des oberen
Gastrointestinaltraktes des Rindes nachweisen und beobachteten dabei eine Hochregulation
der Expression im Zusammenhang mit Entziindungsprozessen. Unter dem Aspekt des
Verbraucherschutzes ist der Nachweis von PrP* im Muskel von entscheidender Bedeutung.
Hierzu liegen folgende Ergebnisse vor: 2002 fand die Arbeitsgruppe um BOSQUE PrP¢ in
Skelettmuskulatur von Méusen in einer Gréfenordnung von 5 — 10 % verglichen mit dem

PrP-Gehalt des Hirngewebes. Die Scrapie-assoziierte Form konnten sie bei infizierten
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Tieren in manchen Muskelgruppen ebenfalls nachweisen. Auch ANDREOLETTI et al.
(2004) konnten PrP>¢ mittels Immunhistochemie in Muskulatur bei scrapieinfizierten Schafen
detektieren. MOUDJOU et al. (2001) wiesen PrP® in diversen Geweben beim Schaf mittels
monoklonaler und polyklonaler Antikérpern nach (Tab. 1).

Tabelle1:  PrP“-Gehalt in verschiedenen Geweben bei Schafen mit unterschiedlichen
Genotypen. Alle Angaben bezichen sich auf ng PrP%/g Gewebe bzw. bei
Gehirn auf pg PrP%/g Gewebe.
Daten entnommen aus MOUDJOU et al. (2001)

Schafl Schaf2 Schaf3 Schaf4 Schaf5 Mittelwerte

Tonsillen 32 48 132 19 57,75
Zunge 81 72 94 137 47 86,20
Lunge 204 250 190 100 218 192,40
Herz 154 150 92 170 79 129,00
Leber 3.5 4 0,3 6,2 n.d. 3,50
Milz 55 20 10 27 28,00
Pankreas 30 50 31 50 58 43,80
Niere 30 8 11,2 10 9 13,64
Skelettmuskel 123 112 112 142 68 111,40
Uterus 250 77 163,50
Thymus 180 48 114,00
Reticulum 126 86 106,00
Rumen 137 171 154,00
Duodenum 124 25 74,50
Jejunum 60 47 53,50
Ileum 30 14,8 22,40
Euter 39,1 39,10
Speicheldriisen 112 112,00
Gehirn 3,8 4 4,54 3,5 5,43 4,25

n.d. nicht detektiert

TICHOPAD et al. (2003) untersuchten Rindergewebe hinsichtlich ihrer Expression von PrP©
mRNA. Die Ergebnisse sind in Abb. 5 zusammengefasst.

Eine Ubersicht iiber die Verteilung der Infektiositit von K&rpergeweben bei BSE bzw.
scrapiepositiver Rinder und Schafe gibt das EU-DIREKTORAT FUR VERBRAUCHER-
POLITIK UND GESUNDHEITSSCHUTZ (2002) sowie das SCIENTIFIC PANEL ON
BIOLOGICAL HAZARDS OF THE EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (2004).
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Abbildung 5: Quantifizierung von PrP mRNA Kopien in 1 mg Gewebe (Rind).
Entnommen aus TICHOPAD et al. (2003).
2.4 Antikorper gegen Prion-Proteine

Wie bereits unter 2.1 beschrieben ist PrP¢ ein kdrpereigenes Protein, dessen AS-Sequenz
zudem innerhalb der Sdugerspezies stark konserviert ist und das deshalb nur eine geringe
Immunogenitdt aufweist. Dies hat unter Anderem zur Folge, dass Prion Proteine fremder
Spezies nicht unbedingt als Fremdeiweill erkannt werden koénnen und deshalb iibliche
Immunisierungsmethoden modifiziert werden miissen, um eine Antikoérperproduktion zu
ermOglichen. Haufig werden aus diesem Grunde sog. PrP knock-out Miuse (PRUSINER et
al., 1993; KRASEMANN et al., 1996; WILLIAMSON et al., 1996; WILLIAMSON et al.,
1998; ZANUSSO et al., 1998), die das Prion Protein Gen nicht mehr in sich tragen und somit
das Protein nicht mehr exprimieren, zur Immunisierung verwendet. Ein anderer Ansatz ist die
Immunisierung von Hithnern (GROSCHUP et al., 1997; SOMERVILLE et al., 1997;
NAKAMURA et al., 2004), deren Prion Protein sich in der Sequenz deutlich von dem der

Saugetiere unterscheidet.
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Als Immunogen dienen sowohl PrP als auch aufgereinigtes PrP* bzw. PrP*’~°
unterschiedlicher Tierarten (BENDHEIM et al.,, 1984; BARRY & PRUSINER, 1986;
RUBENSTEIN et al., 1986; TAKAHASHI et al., 1986; KASCSAK et al., 1997), sowie
synthetische PrP-Fragmente (SHINAGAWA et al., 1986; YOKOYAMA et al., 1995;
GROSCHUP et al.,, 1997, PICCARDO et al., 1998) und rekombinantes PrP (rPrP)
(BARCLAY et al., 1999; BETEMPS & BARON, 2001; BARBIERI et al., 2003), welches
i.d.R. aus E. coli gewonnen wird (MEHLHORN et al., 1996) und im Gegensatz zum
,natlirlichen® PrP unglykosyliert ist und keinen GPI-Anker aufweist.

Verwendung finden diese Antikorper bisher vor allem in Diagnostik und Forschung. Ferner
sind Anwendungen von Anti-Prion-Antikérpern im Bereich der TSE-Prophylaxe und
Therapie in Entwicklung (ENARI et al., 2001; PERETZ et al., 2001; GILCH et al., 2003;
SIGURDSSON et al., 2003; WHITE et al., 2003).

In Tabellen 2 und 3 sind monoklonale Antikérper gegen das bovine bzw. ovine Prion Protein
sowie ihre Kreuzreaktivititen mit dem Prion Protein anderer Tierarten aufgelistet, wobei in
Tab. 3 lediglich Antikdrper mit Kreuzreaktivitdt zum bovinen Prion Protein aufgenommen
wurden. Die Reihenfolge richtet sich nach dem Sequenzbereich des Epitops bzw. des
Immunogens. Daneben wurde die Gewinnung einer Vielzahl von polykonalen Seren

beschrieben, auf die an dieser Stelle jedoch nicht weiter eingegangen werden soll.
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Tabelle 2:  Publizierte monoklonale Antikorper gegen das bovine Prion Protein. Die
Nummerierung der Aminosduren erfolgte nach HILLS et al. (2001). Hamster
(Ha), Hund (Hu), Kaninchen (Ka), Katze (Ktz), Maus (Ma), Mensch (Me),
Meerschwein (Ms), Schaf (S), Schwarzwedelhirsch (SWH), Schwein (Schw),
Ziege (Z). fl= full length
Antikdrper Immunogen Epitop Kreuzreaktivitat Autor
FH11 rPrP 23-90 f1 Me, S, Ha BARCLAY et al. (1999)
BG4 nicht: Ma
3G5 rPrP/25-241 63-103 PrP: S, Z, Schw, Hu, BARBIERI et al. (2003)
3H1 Ha, Ma, Me, Ka
PrP%: S, Z, Ha, (Me)
4D7 rPrP/25-241 63-103  97- PrP®: S, Z, Schw, Hu, BARBIERI et al. (2003)
113 Ha, Ma, Me, Ka
PrP%: S, Z, Ha, (Me)
DF7 rPrP 90-231 fl BARCLAY et al. (1999)
2B10 rPrP/25-241 104-156 Prpc: Ktz, Schw, Hu, BARBIERI et al. (2003)
4E3 (S, Z, Ha, Ma, Me, Ka)
Prp*: S, Me
BSPX-54  146-159 S, (Ma) HORIUCHI et al. (1995)
34C9 149-153 Kan, Schw, SWH ANONYM (2003a)
F89/160.1.5 146-159 150-153 S, SWH, Elch, Me O'ROURKE et al. (1998a/b)
3E2 153-172 153-172 PrP®: S, Zg, Ktz, Ka, BARBIERI et al. (2003)
Schw nicht: Schw, Ha,
Ma, Me
PrP%: S, Zg, (Me)
nicht: Ha
3G6 153-172 153-172 PrP¢/PrP*: Me BARBIERI et al. (2003)
4D10
6H4 rPrP 155-163 Ma, Ha MEYER et al. (1999)
Me, Ma,S KORTH et al. (1997)
KG9 rPrP 166-170 Me LAFFLING et al. (2001)
nicht: S, Ma
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Fortsetzung Tabelle 2

Antikérper Immunogen Epitop

Kreuzreaktivitat

Autor

4G11

A2
A3
A6
B5
B9
C3
C4
D21
E18
E20

A4

B10
B12
C5

B23
B24
Ell
E13

E13

B225-101

rPrP/25-241

204-220

204-220

204-220

204-220

204-220

225-241

PrP®: S, Z, Schw, Hu,
Ha, Ma, Me, Ka, (Ktz)
PrP*: S, Z, Schw, Hu,
Ha, Ma, Me, Ka, Ktz

Ma, Me, S, Ha

S, Ha

Ma, Me, S, Ha

Ma, Me

S
nicht: Ma

BARBIERI et al. (2003)

MATSUSHITA et al. (1998)

MATSUSHITA et al. (1998)

MATSUSHITA et al. (1998)

MATSUSHITA et al. (1998)

MATSUSHITA et al. (1998)

HORIUCHI et al. (1995)
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Tabelle 3:  Publizierte monoklonale Antikérper gegen das ovine Prion Protein mit
Kreuzreaktivitit zum bovinen Prion Protein. Aminoséureunterschiede im
Immunogen zum entsprechenden Rinderpeptid sind dargestellt. Die
Nummerierung der Aminosduren erfolgte nach HILLS et al. (2001). Hamster
(Ha), Hund (Hu), Kaninchen (Ka), Katze (Ktz), Maus (Ma), Mensch (Me),
Meerschwein (Ms), Schaf (S), Schwein (Schw), Ziege (Z). - (keine), +

(schwache), ++ (mittelstarke), +++ (sehr starke) Reaktivitat.

Antikdrper Immunogen Aminosaure- Reaktivitat Autor
unterschied
zum Rind
p4 97-112 2(106,108) PrP®: S ++, Z++, Hat-, Ma+- HARMEYER et al.
PrP*: Me-, S-, Hu-, Ka-, Nerz-, (1998)
Ms-, Ra-, Ka++

nicht denaturiertes PrP®: S++,
Z++, Me-, Ha-, Ma-, Ka-

R10 97-112 2(106,108) S HARDT et al.
(2000)
13 153-171 2 (154,166) Prpc: S++, Z++, Me++, Schw++, HARMEYER et al.
Hu+, Ktz+, Nerz++, Ms++, (1998)
Ka++

nicht: Ha, Ma, Ra
PrP%: S++, Z++, Ha+

nicht: Ma
142 153-171 2 (154,166) PrPC: S++, Z++, Schw++, Me++, HARMEYER et al.
Hu++, Ktz++, Nerz++, Ha+, (1998)
Ka++
nicht: Ma, Ra

PrP%; S++, Z++, Ha+, Ma+-

e31 217-236 0 PrP¢: S++, Z+, Hat-, Ma+, HARMEYER et al.
Me+++, Schw+++, Hut, Ktz+, (1998)
Nerz++, Ka++

nicht: Ms
PrP%: S+, Z++
nicht: Ha,Ma
edl 217-236 0 PrPC: S+-, Z+-, Ma+-, Me+, HARMEYER et al.
Schw+- (1998)

nicht: Hu, Ktz, Nerz, Ms, Ka
PrP%: S+, Z++
nicht: Ma, Ha
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KORTH et al. (1997) beschrieben einen Antikorper (15B3), der zunichst konformations-
abhiingig PrP“ und PrP® zu unterscheiden schien, was in einer spiteren Arbeit jedoch nicht
bestitigt werden konnte (FISCHER et al., 2000). LAFFLING et al. (2001) berichteten
ebenfalls iiber einen Antikorper (KG9), der, immunhistologisch eingesetzt, PrP*-spezifisch
zu sein scheint. Eine eingehendere Charakterisierung dieses Antikorpers steht allerdings noch
aus. Auch fiir Plasminogen, welches nach FISCHER et al. (2000) selektiv PrP> sowie
PrP?° binden soll, stellte sich heraus, dass es auBerdem mit rPrP Komplexe bildet

(KORNBLATT et al., 2003).

Die konformationsabhidngige Exposition von Tyr-Tyr-Arg—Resten wurde von
PARAMITHIOTIS et al. (2003) zur Entwicklung PrP spezifischer Antikorper (Tab. 4)
genutzt, wobei allerdings auch hier noch Daten zur weiteren Charakterisierung der

Reaktivitit ausstehen.

Tabelle4:  Monoklonale Antikérper, die selektiv mit PrP*® reagieren. ND = nicht
durchgefiihrt, (a) nur CJD und GSS, (b) nur vCJD. Daten entnommen aus
PARAMITHIOTIS et al. (2003)

Antikorper Maus Hamster Schaf Rind Mensch
1A12 ++ ++ ++ + +*
17D10 ++ ++ + + ++
17D4 ++ ++ + + ++
16A18 ++ ++ + + ++2
20A13 + + + + ND
1A7 ++ + - + ND
3A2 + ++ - + ND
9A4 ++ ++ ++ ++ +
12A5 ++ ++ + + ND
12B1 ++ ++ ++ ++ ++°

MORONCINI et al. (2004) generierten Antikorper, in deren schwere Ketten sie die
Interaktionsstellen zwischen PrP® und PrP** einfiigten. Der Nachweis von PrP*° erfolgte dann

durch Wechselwirkung dieser eingefiigten Sequenz mit der Interaktionsstelle von PrP%,
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Materialien und Geréate
3.1.1 Chemikalien und Biochemika
Aceton

Bovines rekombinantes Prion Protein
Bovines Serumalbumin

Casein

Citronensdure-Monohydrat

D(+) Glucose-Monohydrat
Ethylendiamintetraessigsidure
ExtrAvidin-Peroxidase

Fetales Kélberserum

Guanidin-Thiocyanat

Igepal CA-630
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Laurylsulfat
Magnesiumchlorid

MES

Methanol

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumphosphat, dibasisch
N-Glykosidase F
N-Lauroylsarkosin
Pefabloc SC (AEBSF)

Phosphorwolframséure

(Riedel-de-Haén, 32201)

(Chemicon Europe Limited, AG 210)

(BSA; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, A-7030)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, C-8654)
(Merck, 1.00244.0500)

(Merck, 1.08342.1000)

(EDTA; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, ED2SS)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, E-2886)
(Biochrom AG, S-0115)

(Guanidin-SCN; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
G-9277)

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 1-3021)
(Merck, 4935)

(Riedel-de-Haén, 30407)

(SDS; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, L-4509)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M-2670)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M-5287)
(Riedel-de- Haén, 32213)

(Riedel-de-Haén, 31432)

(Riedel-de-Haén, 31434)

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-6750)
(Merck, 1.06346.1000)

(Merck, 1.06329.1000)

(Merck, 1.06498.1000)

(Riedel-de-Haén, 30427)

(Roche Diagnostics GmbH, 1365169)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, L-5000)
(Roche Diagnostics GmbH, 1429868)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P-6395)
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Proteinase K (Roche Diagnostics GmbH, 0161519)

Rennin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, R-4879)
Salzsdure 1 mol/l (Riedel-de-Haén, 35328)

Schwefelsdure 95-97 % (Riedel-de-Haén, 30743)
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, T-2885)
Triton-X-100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, T-6878)
Trizma Base (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, T-1503)
Tween 20 (Riedel-de-Haén, 63158)
Wasserstoffperoxid 30 % (Merck, 8597)

Zwittergent 3-12 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-4516)
3.1.2 Losungen und Puffer

Extraktionslésung

Phosphatpufter (0,01 mol/l, pH 7,3) mit Zusatz von 0,12 mol/l NaCl und 0,15 mol/l Glucose-
Monohydrat

Enzymimmunoassay (EIA)

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS):
0,01 mol/l Phosphatpuffer (pH 7,3) mit Zusatz von 0,12 mol/l NaCl
Bicarbonatpuffer: 0,05 mol/l (pH 9,6)
Absittigungslosung: 3 % (v/v) Fetales Kélberserum/PBS-Losung
Waschlosung: 0,15 mol/l NaCl-Losung mit Zusatz von 0,025 % (v/v) Tween 20
Probenverdiinnungspuffer:
1 % (w/v) BSA/PBS
Modifizierter Phosphatpuffer:
Phosphatpuffer (0,01 mol/l, pH 7,4) mit Zusatz von 8,065 g/l NacCl,
0,2 g/l KClund 0,05 % Tween 20
Trisgepufferte Kochsalzlosung (TBS):
10 mmol/l Tris/HCI (pH 7,4) mit Zusatz von 150 mM NaCl
Antikorperpuffer:  modifizierter Phosphatpuffer mit Zusatz von 5 % (v/v) fetalem
Kiélberserum und 5 % (v/v) Tris/HCl-Puffer
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Citratpuffer: 0,21 mol/l mit Zusatz von 3,15 mol/l H,O, (pH 3,9)
Tetramethylbenzidinldsung:
1 mmol/l 3,3’,5,5 -Tetramethylbenzidin in 5 ml Aceton und 45 ml
Methanol
Substrat/Chromogenldsung nach GALLATI & PRACHT (1985):
20 Teile Citratpuffer und 1 Teil Tetramethylbenzidinldsung
Stopp-Reagenz: 1 mol/l H,SOy4 in a.dest.

3.1.3 Organ- und Milchproben

Fiir die Untersuchung der Organverteilung von PrP® standen Materialien folgender Tiere zur

Verfligung:

e Stammhirnproben von zwolf BSE-negativen Rindern (erhalten 4/2002 vom

Chemischen und Veterindruntersuchungsamt Stuttgart)

e Stammhirnprobe eines BSE-Verdachtsrindes (erhalten 7/2002 vom Institut fiir
Tierpathologie, Tierérztliche Fakultdt, LMU Miinchen)

e Stammhirnproben von zehn Scrapie-negativen Schafen (erhalten 7/2002 von r1-

Biopharm)

¢ Hamsterhirnhomogenat (PrPSC—; erhalten von Dr. Groschup, Friedrich-Loffler-Institut,

Insel Riems)

e Hamsterhirnhomogenat (PrP*+; erhalten von Dr. Groschup, Friedrich-Loffler-

Institut, Insel Riems)

e Stammhirnproben von zwei Kamelen (erhalten 2/2003 vom Central Veterinary

Research Laboratory, Dubai)

e Rohmilch von zwei Kamelen (erhalten 2/2003 vom Central Veterinary Research

Laboratory, Dubai)
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Wesentliche Daten zu den Tieren, bei denen die PrP -Expression in verschiedenen Organen

bzw. der PrP“-Gehalt der Milch semiquantitativ bestimmt wurde, sind in Tab. 5

zusammengefasst.

Tabelle 5:

Daten der Tiere, deren Organe' bzw. Milch® im Rahmen der vorliegenden

Arbeit auf PrP® untersucht wurden.

Schlachttag
Geburtsdatum  Geschlecht Rasse bzw. Tag der
Probennahme

Kalb 1 3.1.2004 weiblich Fleckvieh 30.03.2004'
Kalb 2 18.1.2004 minnlich Fleckvieh 30.03.2004'
Kalb 3 19.2.2004 ménnlich Fleckvieh 30.03.2004'
Kalb 4 29.1.2004 mannlich Fleckvieh 30.03.2004'
Kalb 5 6.1.2004 ménnlich Fleckvieh 30.03.2004'
Rind 1 01.01.1991 weiblich Rotbunt 15.03.2004'
Rind 2 05.08.1995 weiblich Fleckvieh 15.03.2004'
Rind 3 16.07.2002 mannlich Fleckvieh 15.03.2004'
Rind 4 18.04.2002 minnlich Fleckvieh 15.03.2004'
Rind 5 10.08.2002 minnlich Fleckvieh 15.03.2004'
Rind 6 09.09.1999 weiblich Fleckvieh 15.03.2004'
Lamm 1 13.12.2001 ménnlich Schwarzkopf x Bergschaf 17.04.2003'
Lamm 2 25.10.2002 weiblich Schwarzkopf x Bergschaf 17.04.2003'
Lamm 3 27.11.2001 méinnlich Schwarzkopf x Bergschaf 17.04.2003'
Schaf 1 2001 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003°
Schaf 2 1999 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003*
Schaf 3 2001 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003*
Schaf 4 1998 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003*
Schaf 5 2001 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003°
Schaf 6 1999 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003*
Schaf 7 1997 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003*
Schaf 8 2000 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003*
Schaf 9 1997 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003°
Schaf 10 2001 weiblich ostfriesisches Milchschaf 16.04.2003*
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3.1.4 Immunreagenzien

mAk P4 (r-Biopharm, R8007)
mAk V5B2-POD (r-Biopharm)

mAk V5B2 (r-Biopharm, R8009)
mAk L42 (r-Biopharm, R8005)
3.15 Sonstige Materialien

Fir die Probennahme

Cellstar PP-Test tubes 50 ml (Greiner bio-one, 210261)
Skalpellgriff Gr. 3 (Plazotta, 5690)
Skalpellklingen 40 mm, Fig.10 (Zeta, 3351180640)
Chirurgische Pinzette 14,5 cm (Plazotta, 9960)

Herstellung der Homogenate

Lysing MatrixD (Q-Biogene, 6913-100)
BSE-Spritze zur Probenentnahme (BIO-RAD, 355-1121)
BSE-Spritze fiir den kalibrierten Probentransfer ~ (BIO-RAD; 355-1123)
BSE-Nadel fiir den kalibrierten Probentransfer (BIO-RAD; 355-1124)
Kryor6hrchen 1,8 ml (Nunc, 377267)

Enzymimmunoassay

Mikrotiterplatten F8 MaxiSorp loose (Nunc, 469949)
Mikrotiterplatten F96 MaxiSorp loose (Nunc, 068705)

12 Kanalpipette research variabel 30-300 pl (Eppendorf)

Pipette Reference variabel 100-1000 pl, 10-100 ul (Eppendorf)

Pipette Research variabel 0,5-10 pl (Eppendorf)

Safe-Lock Tubes 1,5 ml (Eppendorf, 0030120.086)
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3.1.6 Gerate

Herstellung der Homogenate

Tischwaage BL150S
RiboLyser

Enzymimmunoassay

Reagenzrohrschiittler Press-to-mix 34524
Taumler Reax 3

Thermomixer Comfort

Biofuge pico

Kiihlzentrifuge Varifuge 3.0R

ELISA Reader Sunrise

(Sartorius, Gottingen)

(Hybaid, Ashford)

(Snijders, Tilburg)

(Heidolph, Schwabach)
(Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)
(Kendro, Langenselbold)
(Kendro, Langenselbold)

(Tecan, Crailsheim)
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3.2 Methodik und Ergebnisse
3.21 Etablierung eines Sandwich-EIA’s zum Nachweis von zellularem PrP

Zur Etablierung eines Nachweissystems standen die in Tab. 6 aufgefiihrten mAk zur
Verfiigung. Da alle mAk eine unterschiedliche Epitopspezifitit aufwiesen und somit die
Voraussetzungen fiir die Erstellung eines Sandwich-EIA’s erfiillt waren, wurde in einem

ersten Schritt iiberpriift, welche Ak-Kombinationen den sensitiven Nachweis von PrP®

ermdglichen.
Tabelle 6: Eigenschaften der verwendeten Antikorper
mAk Spezifitit Ig-Klasse Verwendung Autor
P4 Schaf PrP AS 97-112  IgG EIA, Immunoblot HARMEYER et al. (1998)
V5B2  Human PrP IgG Produktinformation

AS 225-237 (r-Biopharm);

SERBEC et al. (2004)

L42 Schaf PrP AS 153-171 IgG EIA, Immunoblot HARMEYER et al. (1998)

Dazu wurden Mikrotiterplatten mit unterschiedlichen Konzentrationen (10, 5, 2,5 pg/ml PBS)
der zur Verfiigung stehenden mAk beschichtet und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Leeren der Platten, wurden die noch vorhandenen freien Bindungsstellen mit 3 %
FCS/PBS fiir 30 min abgesittigt. AnschlieBend erfolgte ein Waschvorgang, sowie die Zugabe
des Antigens (1:10 in 1 % BSA/PBS verdiinnt). Hierbei wurde ein, wie in 3.2.2.1
beschrieben, hergestelltes Hirnhomogenat (25 %) verwendet, um bereits im frithen Stadium
der Testentwicklung den Einfluss des Probenmaterials auf das Testsystem zu iiberpriifen. Als
Proben (50 pl/Kavitit) wurden grundsétzlich Hirnhomogenate vor bzw. nach Proteinase K
(PK)-Verdau (Negativkontrolle) zusammen mit dem Antikorper-Enzymkonjugat (V5B2-
HRP, 1:5.000 bzw. P4-HRP, 1:5.000; 50 pl/Kavitit) aufgetragen. Nach einstiindiger
Inkubation bei 37 °C und erneutem Waschschritt erfolgte die Zugabe der Substratlosung (100
ul/Kavitit). Die einsetzende Farbreaktion wurde nach 30 min mit Schwefelsdure (1 mol/l,
100 upl/Kavitit) gestoppt. Zur Bestimmung der photometrischen Extinktion wurde ein

Mikrotiterplatten-Lesegerdt (ELISA-Reader Sunrise) verwendet.
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Ergebnisse

Wie in den Abb. 6 und 7 dargestellt, bewegten sich die Extinktionswerte der antigenfreien
Ansitze (abhingig vom jeweiligen Sandwich-EIA-System) durchgehend auf einem niedrigen
Niveau von 0,02 bis 0,08 — ein Beleg fiir die Effektivitit der verwendeten Abséttigungs- und
Verdiinnungspuffer (3.1.2). Ahnliche Messwerte wurden fiir die durch PK-Verdau
generierten Probenkontrollansidtze erhalten, so dass von einem minimalen Probenmatrix-

bedingten Background auszugehen ist.

Die nach Einsatz von PrPS-haltigem Material erhaltenen Signale variierten deutlich
hinsichtlich ihrer Intensitit. Die Sandwich-EIA-Variante bei der mAk P4 als
Beschichtungsantikorper und V5B2-HRP als Nachweisantikdrper eingesetzt wurde, erwies
sich als das mit Abstand sensitivste System (Abb. 7) und wurde deshalb fiir die weiteren
Untersuchungen verwendet. Der Einsatz einer 2,5 %igen Hirnsuspension resultierte in diesem

System in Extinktionswerten von > 2,0.

Im weiteren Verlauf wurden verschiedene Testmodifikationen iiberpriift. Bei Untersuchung
von stirker verdiinnten Hirnhomogenaten zeigte sich, dass durch hohe Beschichtungs-
konzentrationen von 10 pg mAk P4/ml im Vergleich zu 5 pg/ml keine Steigerung der
Testempfindlichkeit erzielt werden konnte. Wurde zur Beschichtung der Platten
Bicarbonatpuffer (pH 9,6) eingesetzt, wurden hingegen wahrscheinlich bedingt durch eine
teilweise Denaturierung des mAk P4 deutlich niedrigere Extinktionen (ca. 40 %) erhalten. Im
Hinblick auf den Testablauf wurde des Weiteren auch eine konsekutive Testanordnung, d.h.
Probe und Nachweisantikorper werden getrennt nacheinander auf der Platte inkubiert, mit
dem bislang verwendeten simultanen Testprinzip verglichen. Beide Testanordnungen
resultierten in nahezu identischen Ergebnissen, so dass im Hinblick auf den reduzierten

Zeitaufwand das simultane Testprinzip beibehalten wurde.
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Abbildung 6: Nachweis von bovinem PrP® in Hirnhomogenaten mittels
verschiedener Sandwich-EIAs bei Verwendung von peroxidase-
markiertem mAk P4 (1:5.000) als Nachweisantikorper. Ebenfalls
dargestellt sind die Extinktionswerte der PK-verdauten Proben sowie
des antigenfreien Kontrollansatzes.
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Abbildung 7: Nachweis von bovinem PrP® in Hirnhomogenaten mittels

verschiedener Sandwich-EIAs bei Verwendung von peroxidase-
markiertem mAk V5B2 (1:5.000) als Nachweisantikorper. Ebenfalls
dargestellt sind die Extinktionswerte der PK-verdauten Proben sowie

des antigenfreien Kontrollansatzes.
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Da sich im Laufe der vorliegenden Arbeit zeigte, dass die Verfiigbarkeit des
peroxidasemarkierten Antikorpers limitiert war, wurde im Hinblick auf die Etablierung eines
alternativen Testprotokolls der mAk V5B2 nach einem Standardverfahren (HETZELT, 2005)
mit Biotin markiert und der EIA-Ablauf entsprechend modifiziert. Wie in Abb. 8 gezeigt,

waren die Testcharakteristika beider EIA-Varianten vergleichbar.

2,50 O Ag-freier Ansatz
W 2,5 % Rinderhirn

2,00 O nach PK-Verdau
S 1,50 1
k]
=
2 1,00

0,50

0,00 -

biotinylierter V5B2 peroxidasemarkierter V5B2
Abbildung 8: Nachweis von bovinem PrP® in Hirnhomogenaten bei Verwendung

unterschiedlich markierter Nachweisantikorper. Ebenfalls dargestellt
sind die Werte nach PK-Verdau der Probe sowie der antigenfreie

Ansatz.

Somit wurden folgende Sandwich-EIAs als Standardverfahren fiir die weiteren
Untersuchungen, insbesondere dem semiquantitativen PrP°-Nachweis in Organ- und

Milchproben, verwendet:
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EIA P4/V5B2-HRP

Mikrotiterplatten wurden mit mAk P4 (5 ug/ml PBS; 100 upl/Kavitit) bei Raumtemperatur
iiber Nacht oder bei 4 °C fiir 48 h beschichtet. Danach wurden die noch vorhandenen freien
Bindungsstellen mit 3 % FCS/PBS fiir 30 min abgesittigt und anschlieBend
Verdiinnungsreihen der Proben (50 upl/Kavitit) zusammen mit dem Antikorper-
Enzymkonjugat (V5B2-HRP; 1:5.000 in Antikorperpuffer; 50 pl/Kavitit) aufgetragen. Nach
einstiindiger Inkubation bei 37 °C und einem erneutem Waschschritt, erfolgte die Zugabe der
Substratlosung (100 pl/Kavitdt). Die Farbreaktion wurde nach 30 min gestoppt und die

Extinktion gemessen.

EIA P4/V5B2-Biotin/ExtrAvidin-HRP

Die Beschichtung der Platten und das Auftragen der Proben erfolgte wie oben beschrieben,
statt des Enzymkonjugates wurden jedoch biotinylierte V5B2-Antikorper (5 pg/ml; 50
ul/Kavitdt) eingesetzt. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C und einem Waschschritt
wurden die Platten mit ExtrAvidin (1:2.000 in Antikorperpuffer; 100 pl/Kavitédt) fiir 1 h

inkubiert.
3.2.2 Optimierung der Probenaufarbeitung
3.2.2.1 Extraktion

Um das vorwiegend membrangebundene PrP® mittels EIA nachweisen zu kénnen, mussten
die zu untersuchenden Gewebe homogenisiert und extrahiert werden. Bei Fliissigkeiten, wie
z.B. Milch, war diese Mallnahme nicht notig. Verschiedene Verfahren, wie sie auch in der
Literatur zu finden sind, wurden zu diesem Zweck anhand von Rinderstammhirnen {iberpriift,

wobei die Homogenisierung der Proben jeweils mittels RiboLyser erfolgte.

Variante A (nach BONS et al., 2002 bzw. THACKRAY et al., 2003): Jeweils 400 mg Gewebe
wurde in Lysing Matrix D Roéhrchen eingewogen und mit 1,2 ml einer 3 % (w/v)
Glucoseldsung in PBS versetzt. Dann erfolgte der Zellaufschluss im RiboLyser iiber 45 sek

bei 6,5 m/sek. Mittels einer BSE Spritzen-Nadelkombination fiir den kalibrierten
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Probentransfer wurde das Homogenat in Kryotubes zur Weiterverarbeitung iiberfiihrt. Zu
Kontrollzwecken wurde parallel dazu ein Ansatz mit Proteinase K (20 pg/100 ul Homogenat)
fiir 10 min bei 37 °C verdaut und nach Hitzebehandlung (100 °C fiir 5 min) ebenfalls in den
EIA eingesetzt.

Variante B (nach BERINGUE et al., 2003): Hierbei wurde als Extraktionspuffer TBS mit
Zusatz von 0,5 % Nonidet P40 und 0,5 % Na-Deoxycholat verwendet, die anderen

Extraktionsparameter entsprachen den bei Variante A beschriebenen Bedingungen.

Variante C (hach MOUDJOU et al., 2001): Hirn wurde mit Extraktionspuffer [12,5 mmol/l
Trizma, 12,5 mmol/l MES, 50 mmol/l NaCl (pH 6,8) und 1 % Zwittergent 3-12] im
Verhiltnis 1:10 versetzt und wie oben beschrieben im RiboLyser zerkleinert. Die 10 %ige
Hirnsuspension wurde zentrifugiert und der Uberstand geteilt. Einem Teil wurde vor der 5
miniitigen Inkubation bei 37 °C und anschlieBendem Erhitzen auf 100 °C PK (10 pg/500 pl

Probeniiberstand) zugesetzt.

Variante D (nach SAFAR et al., 1998; BOSQUE et al., 2002): Hierbei wurden 150 mg Hirn
mit 1 ml PBS mit Zusatz von 4 % (w/v) Lauroylsarkosin fiir 45 sec im RiboLyser auf
hochster Stufe homogenisiert und dann mit PBS auf eine 5 %ige Suspension weiterverdiinnt.
Dieser Ansatz wurde dann in Aliquote a 400 ul aufgeteilt, wobei zu Kontrollzwecken eine
Portion mit 0,8 pl Proteinase K-Losung (5 mg/ml) bei 37 °C fiir 1 h inkubiert wurde. Danach
wurden die Proben kurz abzentrifugiert (20 sec; 20x10°> U/min) und neun Teile Uberstand mit
einem Teil a. dest. mit Zusatz von 4 % Phosphorwolframséure und 170 mmol/l MgCl, (pH
7,4) versetzt. Nach einer weiteren einstiindigen Inkubation bei 37 °C folgte nochmals ein
Zentrifugationsschritt (30 min; 12,2){103 U/min). Der Uberstand wurde verworfen, die
Reaktionsgefdle umgedreht fiir 5 min trocknen lassen und die Pellets in 500 pl 1 %
BSA/PBS resuspendiert.

Von den bei Variante A-D erhaltenen Extrakten wurde jeweils eine 1:2 Verdiinnungsreihe in

PBS angelegt und mit dem in 3.2.1 beschriebenem EIA analysiert.
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Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Abb. 9 zusammengefasst. Von allen
untersuchten Verfahren eignete sich die Extraktionsmethode unter Verwendung von PBS mit
Glucose-Zusatz am besten und wurde deshalb in den weiteren Versuchen als

Standardverfahren verwendet.

2,5
2
S L5
=
=
o1
0,5 1
0 I I = =
A B C D
Extraktionsvarianten
Abbildung 9: Effizienz verschiedener Extraktionsverfahren (Varianten A-D, Details

siche Text) zum Nachweis von PrP¢ in Rinderhirn mittels Sandwich-

EIA.

Die anderen Verfahren, bei denen zur Steigerung der Extraktionseffizienz verschiedene
Detergenzienzusitze verwendet werden, fiihrten hingegen zu z.T. deutlich schlechteren
Ergebnissen. Wihrend dies fiir die Variante D — ein zur Extraktion von SAFs optimiertes
Verfahren — noch zu erwarten war, konnten die niedrigen Extinktionswerte fiir die nach
Variante C gewonnenen Extrakte zunichst nicht schliissig erkldrt werden. Weitere Versuche
zeigten, dass das hierbei eingesetzte Zwittergent auch in hohen Verdiinnungen noch zu einer
weitgehenden Denaturierung des als Fangantikorper eingesetzten mAk P4 fiihrt. Fiir die
mitgefiihrten Kontrollansitze (Hirnhomogenate nach PK-Verdau) wurden im Ubrigen bei

allen Extraktionsvarianten negative Resultate erhalten.
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Weitere orientierende Untersuchungen, bei denen Hirnhomogenat mit glykolytisch
wirksamen Enzymen wie a-Amylase(0,5-20 U/250 pl Hirnsuspension; Inkubationszeit 10
min bei RT) bzw. N-Glykosidase F (5 U/500 ul Hirnhomogenat; Inkubation iiber Nacht bei
37 °C unter Zusatz von Proteasehemmern) versetzt wurde, fiihrten zu keiner signifikanten

Verbesserung des PrP -Nachweises.

3.2.2.2 Einfluss von Detergenzien

Im Rahmen der oben beschriebenen Versuche wurde neben der Empfindlichkeit des mAk P4
gegeniiber Detergenzien auch festgestellt, dass bei der Untersuchung einer seriellen (1:2)
Verdiinnungsreihe des Hirnhomogenates mittels EIA die resultierenden Absorptionswerte
keine lineare Reduktion zeigten, wie theoretisch zu erwarten wire. Solche Kurvenverldufe
sind bei EIA-Verfahren tiblicherweise ein Indiz fiir eine mangelnde Loslichkeit des Analyten
bzw. fiir die Bildung von Aggregaten aufgrund des hydrophoben Charakters des Antigens.
Dies war Anlass zu iiberpriifen, ob durch die Verwendung anderer Probenverdiinnungspuffer

als das bislang verwendete PBS die Nachweisbarkeit des PrP© gesteigert werden konnte.

Dazu wurden Hirnhomogenate, hergestellt wie unter 3.2.2.1 beschrieben, 1: 10 in PBS bzw.
PBS mit verschiedenen Zusédtzen verdiinnt und zur Entfernung grober Probenbestandteile
zentrifugiert. AnschlieBend wurden Verdiinnungsreihen dieser Ansétze in den ausgewihlten
Puffern angelegt und mittels EIA untersucht. Hierbei wurde der Einfluss folgender Zusétze
bzw. Detergenzien liberpriift: 1 % (w/v) BSA, 0,2 % (v/v) Tween 20, 0,2 % (v/v) Triton-X-
100, 0,1 mol/l Guanidin-SCN-Puffer bzw. SDS in verschiedenen Konzentrationen (0,01-0,05
%).

Wie sich bereits bei der Extraktion nach MOUDJOU et al. (2001) angedeutet hatte, zeigten
auch diese Versuchsreihen, dass der EIA sehr empfindlich auf Detergenzien-Zusitze
jedweder Art reagiert. Ein typisches Ergebnis, wie es beispielsweise bei der Uberpriifung von
SDS-Zusédtzen zum Probenverdiinnungspuffer erhalten wurde, ist in Abb. 10 dargestellt.
Selbst geringe Zusitze (0,01 %) von SDS zum Puffer (PBS) resultierten in einer deutlich
verringerten Reaktivitdt des untersuchten Hirnhomogenates. Wurde hingegen zusétzlich der

Puffer noch mit 1 % BSA versetzt, um die denaturierende Wirkung des SDS abzuschwéchen,
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konnten etwas bessere Ergebnisse erhalten werden. Ab SDS-Konzentrationen von 0,04 %

war aber trotzdem wieder eine deutliche Beeintridchtigung des EIA-Systems festzustellen.

Vergleichsansitze, bei denen nur BSA zugesetzt wurde, belegten, dass durch diesen Zusatz
ein etwas flacherer Kurvenverlauf und dadurch eine geringfiigige Steigerung der

Nachweisempfindlichkeit induziert werden konnte (Abb. 11).

100
0O SDS/PBS
m SDS/1 % BSA/PBS
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S
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0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
SDS-Gehalt im Verdunnungspuffer (%)
Abbildung 10: Einfluss von SDS-Zusétzen auf die Reaktivitit einer 0,625 %igen

Hirnsuspension im Sandwich-EIA. Die Extinktionswerte flir die
Vergleichsansidtze ohne SDS (Homogenat in PBS bzw. in 1 %
BSA/PBS) wurden gleich 100 % gesetzt.
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Abbildung 11: Einfluss verschiedener Probenverdiinnungspuffer auf die Nachweis-

barkeit von PrP® in Hirnsuspensionen:
(A) PBS (B) 1 % BSA/PBS (C) wie B mit Zusatz von 0,2 % Triton
(D) wie B mit Zusatz von 0,2 % Tween 20.

Die Extinktionswerte des antigenfreien Kontrollansatzes wurden durch den BSA-Zusatz nicht

beeinflusst.

Auch der alternativ iiberpriifte Zusatz nicht ionischer Detergenzien (0,2 %) wie Tween 20
oder Triton-X-100 resultierte in einer Verschlechterung der Assay-Parameter. Wurden zudem
detergenzienhaltige Probenverdiinnungspuffer bei einer konsekutiven Testanordnung
eingesetzt, sanken die Extinktionswerte fiir antigenhaltige Proben (2,5 % Hirnhomogenat) auf
Werte von < 0,1. Damit konnte demonstriert werden, dass die mangelnde Robustheit des
Beschichtungsantikdrpers (mAk P4) die eigentliche Ursache fiir die beschriebenen Probleme

darstellt.
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3.2.2.3 Modifikation der Extraktaufarbeitung

Um den potentiellen Einfluss von Probenmatrix-Interferenzen auf das EIA-System zu
iiberpriifen und somit die analytische Sicherheit des Nachweises zu erhéhen, wurde sowohl
im Rahmen der Testentwicklung als auch bei den spiteren Untersuchungen von
Gewebsproben, als Negativ-Kontrollansatz stets eine mittels Proteinase K (PK) verdaute
Probe parallel mituntersucht. Da der PK-Verdau verschiedene Inkubationsschritte erfordert,
wurde in einer detaillierten Studie der Einfluss dieser Parameter auf den Verdau der Probe
bzw. die PrP“-Nachweisbarkeit einer identisch behandelten PK-freien Vergleichsprobe
untersucht. Die Untersuchungen beinhalteten im Einzelnen die Uberpriifung folgender
Parameter:

e Konzentration der zugesetzten PK

e Inkubation bei 37 °C

e Inaktivierung der PK

In einem typischen Ansatz wurde eine 2,5 %ige Rinderhirnsuspension (verdiinnt in 1 %
BSA/PBS) mit unterschiedlichen Konzentrationen an PK (0,625 pg - 5 pg pro 6,25 mg
Hirngewebe) versetzt und danach fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der
zugesetzten Protease wurde dann ein Teil der Ansidtze entweder mit Pefabloc versetzt
(Endkonzentration 5 mmol/l bzw. 10 mmol/l; Inkubationszeit 2 h unter Schiitteln bei 37 °C)
oder fiir 5 min auf 100 °C erhitzt. Um sicherzustellen, dass unter diesen Bedingungen eine
vollstdndige Inaktivierung der Protease stattgefunden hat, wurden im Anschluss die Ansitze
in jeweils zwei Aliquots aufgeteilt und eines davon erneut mit 20 pl unbehandeltem
Hirnhomogenat (25 % Hirnanteil) versetzt. Es folgte eine weitere Schiittelinkubation bei 37
°C tiber 35 min, bevor die Proben zusammen mit den PK-freien Vergleichsanséitzen in den

oben beschriebenen EIA eingesetzt wurden.
Ab Konzentrationen von 1,25 pg zugesetzter PK pro 6,25 mg Hirngewebe konnte kein PrP®

mehr nachgewiesen werden, die Extinktionen befanden sich innerhalb des doppelten

Leerwertbereiches (Abb. 12).
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Abbildung 12: Reaktivitdt von Hirngewebe nach Verdau mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen von Proteinase K. Zum Vergleich ist der Extinktionswert

des antigenfreien Kontrollansatzes (1 % BSA/PBS) dargestellt.

Wurde die Enzymreaktion durch Hitzebehandlung gestoppt und anschliefend erneut
Homogenat zugegeben, waren im EIA wieder deutliche Signale vorhanden, — ein Beleg
dafiir, dass das Enzym durch diesen Inaktivierungsschritt vollstindig gehemmt wurde und die
niedrigen Extinktionen im EIA somit nicht das Resultat eines Antikorperverdaus darstellen
(Abb. 13). Das alternativ iiberpriifte Inaktivierungsverfahren, nimlich Zusatz eines
Enzyminhibitors, bewéhrte sich hingegen nicht. Wie in Abb. 13 dargestellt, wurde durch
Pefabloc SC in den verwendeten Konzentrationen keine bzw. nur eine unvollstindige

Enzymhemmung bewirkt.
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Abbildung 13: Uberpriifung verschiedener Inaktivierungsverfahren fiir Proteinase K-

verdaute Proben. Verdaute Proben (5 pg PK pro 6,25 mg Hirngewebe)
wurden dazu nach dem Inaktivierungsschritt mit unbehandeltem

Hirnhomogenat versetzt und mittels Sandwich-EIA untersucht.

Wie sich bei der Untersuchung von PK-freien Kontrollansétzen zeigte, resultierte die
Hitzebehandlung (5 min, 100 °C) der Ansdtze allerdings auch in einer deutlichen
Reduzierung des PrP“-MeBsignals um etwa 25-55 % (Abb. 14). Ursichlich hierfiir diirfte
sein, dass ein Teil der fiir die Antikorperbindung wichtigen Epitope durch die
Hitzebehandlung nicht mehr zugénglich sind (gednderte Tertidrstruktur des PrP€). Da es sich
dabei um ein reproduzierbares Phdnomen handelte, wurden insbesondere bei der
Untersuchung der Gewebsproben entsprechende Kontrollansidtze in die Analysen integriert,

um so auch die Richtigkeit der Untersuchungsergebnisse weiter abzusichern.
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Abbildung 14: Einfluss einer Hitzebehandlung (5 min, 100 °C) auf die Reaktivitit

verschiedener Hirnhomogenate im Sandwich-EIA. Der PrP¢ Gehalt der

unbehandelten Probe wurde gleich 100 % gesetzt.

Ein weiterer Zufallsbefund dieser Untersuchungen war, dass grundsitzlich die bei 37 °C
inkubierten PK-freien Vergleichsansétze durchwegs hohere Extinktionen im EIA aufwiesen,
als die unbehandelten Proben. Dies war Anlass, in einer weiteren Versuchsreihe den Einfluss
von Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen und Proteaseinhibitoren auf dieses

Phinomen zu tiberpriifen.

Dazu wurden Rinderhirnhomogenate [2,5 % (g/v); verdiinnt in 1 % BSA/PBS] bis zu 1 h bei
4 °C, 37 °C oder Raumtemperatur inkubiert. Ein Teil der Ansétze wurde dabei mit Pefabloc
SC (Endkonzentration 2 mmol/l) und EDTA (Endkonzentration 1 mmol/l) versetzt. Nach
kurzem Zentrifugieren wurden die Verdiinnungsreihen (in 1 % BSA/PBS) der so

gewonnenen Uberstinde in den EIA eingesetzt.

39



Es zeigte sich, dass insbesondere in Abhédngigkeit von der verwendeten
Inkubationstemperatur die Menge an nachweisbarem PrP¢ anstieg. In Abb. 15 ist dies am
Beispiel einer 1,25 %igen Hirnsuspension dargestellt. Nach 40 miniitiger Inkubation bei
37 °C lagen die Werte im Vergleich zu den bei RT inkubierten Proben um etwa Faktor 2 und
zu den bei 4 °C inkubierten Ansdtzen um etwa den Faktor 3 hoher. Bei Zusatz von
Proteaseinhibitoren konnte hingegen die deutliche Erh6hung der Extinktionswerte nicht mehr
beobachtet werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im weiteren Verlauf der Arbeit bei der
Untersuchung der Proben auf PrP® ein Inkubationsschritt bei 37 °C in die

Probenvorbehandlung integriert.
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Abbildung 15: Relative Nachweisbarkeit von PrP® in einer 1,25 %igen Hirnsuspension

in Abhéngigkeit von der Inkubationstemperatur bzw. dem Zusatz von

Proteaseinhibitoren.
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3.2.3 Spezifitat des entwickelten EI1As

Um die Spezifitit des EIAs zu iiberpriifen, wurden Hirnhomogenate verschiedener Tierarten,
wie unter 3.2.2.1 beschrieben, hergestellt, 1:10 in 1 % BSA/PBS verdiinnt und in den EIA
eingesetzt. Daneben wurde rekombinantes, bovines PrP in einer Ausgangskonzentration von
0,5 pg/ml untersucht. Alle Hirnproben wurden zusitzlich mit PK verdaut (sieche 3.2.2.3), um

unspezifische Reaktionen im EIA ausschlielen zu kdnnen.

Wiéhrend bei der Untersuchung von Rinder- und Schathirn jeweils deutlich positive
Ergebnisse im EIA auftraten (Abb. 16), konnte bei Kamelhirn kein PrP¢ nachgewiesen
werden. Eine mogliche Erklarung fiir die fehlende Reaktivitit ist die Epitopspezifitiat der
beiden verwendeten mAk, da das Kamel-PrP in den entsprechenden Bereichen deutliche
Aminosdureunterschiede zu den jeweiligen Original-Epitopen aufweist (KALUZ et al., 1997;

HARMEYER et al., 1998).
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1,2 -
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07 | —

Rind Hamster Schaf Kamel rPrP

Abbildung 16: Reaktivitét einer 0,625 %igen Hirnsuspension von
Rind, Hamster, Schaf bzw. Kamel (ohne Proteinase K-Verdau oder

Aufkochen), sowie von rPrP (0,5 pg/ml) im Sandwich-EIA.
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Hamster PrP war ebenfalls im EIA nicht nachweisbar, wobei bereits HARMEYER et al.
(1998) fiir den mAk P4 eine im Vergleich zu anderen Tierarten relativ geringe Reaktivitét

dieses Antikorpers mit entsprechendem Material im Immunoblot beschrieben.

Da der als Nachweisantikdrper eingesetzte mAk V5B2 ein konformationsabhingiges Epitop
erkennt (Produktinformation, r-Biopharm), konnte rekombinantes PrP, das aufgrund der
fehlenden Glykosylierung eine andere Tertidrstruktur als natiirliches PrP aufweist, im
etablierten EIA-System nicht nachgewiesen werden. Dies hatte zur Folge, dass im weiteren
Verlauf der Arbeit eine wiinschenswerte quantitative Analyse des PrP“-Gehaltes von Organ-

und Milchproben nicht mdglich war.

3.24 Weitere Charakteristika des Untersuchungsverfahrens

Da wie bereits unter 3.2.3 beschrieben, der EIA nicht mit rekombinantem PrP reagiert, sind
im Hinblick auf die Sensitivitit des entwickelten Nachweisverfahrens nur semiquantitative
Angaben moglich. Als BezugsgroBe bietet sich hierbei das zu den jeweiligen

Verdiinnungsstufen korrespondierende Probenédquivalent (in %) an.

Unter Verwendung des im Folgenden nochmals kurz dargestellten, optimieren
Probenaufarbeitungs-Verfahrens wurden anhand verschiedener Rinder- und Schafhirne die
Sensitivitdt des Nachweisverfahrens tliberpriift. Dazu wurden 400 mg Stammbhirngewebe in
Lysing Matrix D Rohrchen eingewogen, mit 1,2 ml einer 3 % (w/v) Glucoseldsung in PBS
versetzt und danach der Zellaufschluss im RiboLyser iiber 45 sek bei 6,5 m/sek durchgefiihrt.
Mittels einer BSE Spritzen-Nadelkombination fiir den kalibrierten Probentransfer wurde das
Homogenat anschlieBend in Kryotubes zur Weiterverarbeitung tiiberfiihrt. Nach der

Inkubation (40 min bei 37 °C) wurden die Proben in den EIA (3.2.1) eingesetzt.

Im Hinblick auf die Nachweisgrenze des verwendeten Sandwich-EIAs wurde ein Cut-off
Wert, definiert als die zweifache Extinktion des antigenfreien Kontrollansatzes, festgelegt.
Die Extinktionen dieses ,,Leerwertes™ betrugen durchschnittlich 0,042, der Cut-off-Wert lag
demnach  bei  0,084. Unter Beriicksichtigung  dieser  Definition  konnten
Rinderhirnkonzentrationen von 0,16 % bzw. Schathirnkonzentrationen von 0,06 %

nachgewiesen werden. Wie in Abb. 17 dargestellt, reagierte der EIA prinzipiell deutlich
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empfindlicher mit Schathirn als mit Rinderhirn. Der Messbereich des Verfahrens
reprasentiert durch Extinktionswerte von 0,15-1,5, lag somit bei relativen Rinderhirn-

dquivalenten von 0,25 % bis 1,0 % bzw. fiir Schathirndquivalente von 0,12 % bis 0,71 %.

335 / —e— Rind |
3 —o— SchaflH

2,5 -

1,5

Extinktion

0,5

0 ‘
0 1 10

% Hirngewebe

Abbildung 17: Nachweisbarkeit von PrP¢ in Rinder- und Schathirnen mittels EIA.

Um eine Aussage iiber die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse im EIA machen zu konnen,
wurden verschiedene Hirnhomogenate an unterschiedlichen Tagen untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abb. 18 zusammengefasst. Der Variationskoeffizient der Analyse lag

durchschnittlich bei 15,4 % bzw. fiir die Einzelanalysen im Bereich von 1,9 %-23,1 %.

Die Reproduzierbarkeit des Testverfahrens wurde auch dadurch dokumentiert, dass die im
Laufe der Arbeit zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersuchten Rinderhirne, die als
Positivkontrollen bei der Untersuchung der Proben dienten, einen relativ einheitlichen PrP°-
Gehalt aufwiesen (Abb. 19). Die bei Einsatz eines 0,625 %igen Hirnhomogenates

gemessenen Extinktionswerte lagen hierbei im Bereich von 0,178 bis 0,460.
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Abbildung 18: Reproduzierbarkeit der EIA-Analysen: vier verschiedene Rinderhirn-
homogenate wurden an unterschiedlichen Tagen analysiert. Dargestellt
sind die bei den Untersuchungen erhaltenen Einzelmesswerte (0,625 %
Hirn in 1 %/BSA/PBS)
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Abbildung 19: Vergleich des relativen PrP“-Gehaltes von zehn Rinderhirnen (0,625 %

Hirngewebe in 1 % BSA/PBS).
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3.25 Nachweisbarkeit von PrP® in verschiedenen Organen bei Wiederkauern

Um Hinweise auf die Verteilung von PrP® im Organismus zu erhalten, wurden von drei
Lammern, fiinf Kélbern und sechs Rindern diverse Organe mittels des in 3.2.1 beschriebenen

EIA’s untersucht (Tab. 7).

Die Extraktion erfolgte wie bereits unter 3.2.2.1 beschrieben. Zur weiteren
Probenaufarbeitung wurde das fiir Hirngewebe optimierte und unter 3.2.4 beschriebene
Verfahren verwendet, wobei allerdings das Organhomogenat fiir die Inkubation bei 37 °C
lediglich 1:5 in 1 % BSA/PBS (entspricht einer 5 %igen Organsuspension) verdiinnt wurde.
Neben dem Direkteinsatz der so vorbehandelten Proben in den EIA, wurden die Ansédtze auch
mittels Proteinase K verdaut, um unspezifische Bindungsreaktionen, die das Ergebnis
verfalschen konnten, auszuschlieBen. Den Proben, die mit Proteinase K verdaut werden
sollten, wurden dabei vor der Inkubation bei 37 °C 2 pg PK/2,5 mg Probenédquivalent
zugesetzt. Nach zehn Minuten wurde die Enzymreaktion durch kurzzeitiges Erhitzen auf
100 °C gestoppt. Von allen der so gewonnen Extrakte wurden Verdiinnungsreihen (1:2) in
1 % BSA/PBS angelegt und mittels Sandwich-EIA untersucht. Die Durchfithrung des EIA
erfolgte wie wunter 3.2.1 beschrieben, wobei bedingt durch die verschiedenen
Untersuchungszeitraume fiir die Analysen der Rinder- und Kilberorgane biotinylierter mAk
V5B2, fir die Ladmmerproben jedoch peroxidasemarkierter mAk V5B2 als

Detektionsantikorper verwendet wurde.
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Tabelle 7:  Uberblick iiber die mittels EIA untersuchten Gewebs- bzw. Organproben von

Wiederkduern.
Kalber Rinder Lammer

1 2 3 4 51 2 3 4 5 6|1 2 3
Euter X X
Herzmuskulatur X X X X X|X X X X X X X
Leber X X X X X|X X X X X X|X X X
Ln. cervicalis superficialis X X X
Ln. tracheobronchalis X X X X X X X X X X X
Ln. retropharyngealis lateralis X X X
Ln. subiliacus X X X
Lnn. colici X X X X X[|X X X X X X|X X X
Lunge X X X X X|X X X X X|X X X
Milz X X X X X X X|X X X
Mukosa der Maulhohle X X X X
Nickhaut X X X X X X X X X
Nierenmark X X X X X|X X X X X X|X X X
Nierenrinde X X X X X[|X X X X X X|X X X
Ovar X X X
Skelletmuskulatur X X X X X|X X X X X X|X X
Stammbhirn X X X X X
Thymus X X X X X|X X X X X X|X X X
Tonsillen X X | x X X X|X X X

Da Stammhirn als das Gewebe mit dem hdochsten PrP°-Gehalt angesehen wird, ist im
Folgenden der relative PrP“-Gehalt der Organe von Limmern jeweils in Bezug auf das
Stammbhirnmaterial der jeweiligen Tiere dargestellt. Zur Berechnung wurden jeweils
diejenigen Probenverdiinnungen herangezogen, deren Extinktionswerte im linearen
Messbereich des EIAs lagen. Unter Beriicksichtigung des jeweiligen Probenédquivalents
wurde dann der relative PrP-Gehalt der Probe im Vergleich zu einer parallel mituntersuchten
Stammbhirnprobe extrapoliert, wobei eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung vorausgesetzt
wurde. Bei den Rinderorganen war dies jedoch nicht moglich, da die Probennahme im
Rahmen einer Routineschlachtung erfolgte und die Stammbhirne deshalb fiir den gesetzlich
vorgeschriebenen BSE-Schnelltest sichergestellt wurden. Deshalb wurden fiir diese Proben
der durchschnittliche PrP-Gehalt von Hirnhomogenaten anderer Rinder (siehe 3.2.4;
Stammbhirnproben von 10 Rindern erhalten vom Chemischen und Veterindruntersuchungsamt
Stuttgart) als Bezugsgrofle verwendet. Dieser Durchschnittsgehalt diente ebenfalls fiir die von
den Kilbern untersuchten Proben als Bezugsgrofe, da lediglich von zwei dieser Tiere
Hirnmaterial vorlag. Dieses Material wies im Ubrigen dhnliche PrP-Gehalte auf wie die

Hirne der adulten Rinder.
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Lammer

Mittels EIA konnten bei der Untersuchung der Gewebsproben von Lammern deutliche
Unterschiede im Hinblick auf deren relativen PrP-Gehalt festgestellt werden, wobei
insbesondere fiir Nickhaut und Lunge vergleichsweise hohe Messwerte erhalten wurden. So
resultierte die Analyse von 2,5 %igen Organsuspensionen z.T. in Extinktionswerten, die
denen einer identisch verdiinnten Stammhirnprobe entsprachen (Abb. 20). Allerdings wurden
bei der Untersuchung von Nickhaut der Einzeltiere stark variierende PrP“-Gehalte

beobachtet.

180

160

—_—

relativer PrP ©-Gehalt (%)

Nickhaut

Stammbhirn
Lunge
Stammbhirn
Nickhaut
Stammbhirn

[\ B N ) S [\ B
() () () () () () () ()
! ! ! ! ! ! !

Lamm 1 Lamm 2 Lamm 3

3

Abbildung 20: Untersuchung von Lammer-Organen: vergleichende Darstellung der
Organe mit hohem PrP“~Gehalt.

Zu den Organen mit mittlerem PrP“-Gehalt sind insbesondere lymphatische Organe wie die
Tonsillen und Thymus zu rechnen, wéhrend fiir den Grofteil der untersuchten Lymphknoten
ebenso wie flir Nierenmark nur schwach positive Ergebnisse erhalten wurden (Abb. 21 und
22).
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Lamm 2
(PrP®- Gehalt des jeweiligen Stammhirns wurde gleich 100 % gesetzt).

Relative Reaktivitit von Organen mit miBigem Gehalt an PrP¢

Lamm 1

Abbildung 22:



Bei den Limmerorganen mit mittlerem (d.h. 10-30 % des PrP“-Gehaltes des Stammhirnes)
bzw. miBigem (d.h. < 10 % des PrP®-Gehaltes des Stammhirnes) PrP“-Gehalt wurde mit den
Messwerten der 5 %igen Organsuspension gerechnet, da bereits eine 1:2 Verdiinnung des

Extraktes in Extinktionswerten nahe denen des antigenfreien Ansatzes resultierte.

Zu den Organen, bei denen mittels EIA keine bzw. nur Spuren von PrP® nachgewiesen
werden konnten zdhlten insbesondere Milz, Lnn. colici, die Nierenrinde und die
Skelettmuskulatur. Bei diesen Proben lag die Extinktion einer 5 %igen Organlosung

innerhalb des doppelten Leerwertbereiches.

Grundsitzlich konnte bei allen untersuchten Proben nach Proteinase K-Verdau kein PrP®
mehr nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Ahnlich wie bereits fiir das Hirngewebe
beschrieben, wurde nach Erhitzen der Homogenate auf 100 °C im EIA um etwa 1/3-2/3
geringere Extinktionen festgestellt. Dieser Effekt ist in Abb. 23 beispielhaft fiir Lunge und

Thymus eines Lammes dargestellt.
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Abbildung 23: Reduktion der EIA-Reaktivitit von Organsuspensionen der Lunge bzw.

des Thymus nach Erhitzen auf 100 °C (Messwerte einer 2,5 %igen

Stammhirnsuspension wurden gleich 100 % gesetzt).
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Rinder

Nachdem wie bereits oben erwdhnt aufgrund gesetzlicher Bestimmungen von den
untersuchten Tieren keine Stammbhirnprobe erhalten werden konnte, wurden zum Vergleich
Daten, die bei der Untersuchung von Stammhirnproben im Rahmen der EIA-Optimierung
gewonnen worden waren, herangezogen. Dabei =zeigte sich, dass die Reaktivitit
verschiedener Rinderhirne im EIA relativ konstant ist. So betrug die Extinktion von 1,25
%igen Hirnsuspensionen durchschnittlich 0,738 (+0,189). Dieser Wert wurde fiir die weitere
Berechnung des relativen PrP-Gehaltes der Organe von Rindern und Kélbern gleich 100 %
gesetzt. Grundsétzlich konnten in den meisten Organen der untersuchten Rinder nur relativ
geringe PrP¢-Gehalte bestimmt werden, so dass zum Vergleich mit dem Stammhirnmaterial
zumeist die Extinktionswerte, die bei der Untersuchung einer 5 %igen Organsuspension

erhalten wurden, zur Berechnung verwendet wurden.

Besonders hohe PrP®-Gehalte (> 20 % des mittleren PrP“-Gehaltes im Stammhirn) wiesen
vor allem die Lungen der untersuchten Tiere auf. Diese entsprachen dem 0,9 — 3,2 fachen des
Hirngewebes (nicht dargestellt). Weitere Organe mit hohem Gehalt an PrP® waren Leber,
Niere, sowie bei Rind 1 Euter und Ovar (Abb. 24). Bei allen untersuchten Tieren reagierte die
Nierenrinde dabei immer deutlich stirker als das Nierenmark. Dies konnte auch in einer
weiteren Versuchsreihe, die in Zusammenarbeit mit Prof. Amselgruber (Lehrstuhl fiir
Anatomie und Physiologie der Haustiere, Universitdt Hohenheim) erfolgte, bestétigt werden
(Abb. 25). Dabei wurden Nierenproben von zehn verschiedenen Tieren untersucht. Der
mittlere relative PrP®-Gehalt der Nierenrinde lag bei 43,9 % bzw. 19,9 % fiir das Nierenmark.
Hierbei ist allerdings noch zu beriicksichtigen, dass das Nierenmark der Tiere #1-3
praparationsbedingt relativ stark reagierte. Diese Resultate entsprechen in etwa den in Abb.
24 dargestellten Einzelergebnissen, bei denen fiir die Nierenrinde ein mittlerer PrPC-Gehalt

von 40,1 % und fiir das Nierenmark von 24,4 % zu verzeichnen war.
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Abbildung 24: Organe mit relativ hohem Gehalt an PrP¢. Untersucht wurden Organe
sechs verschiedener Rinder, bei den mit * markierten Organen wurden
fir die Berechnung des prozentualen Gehaltes an PrP¢ die Messwerte
der 2,5 %igen Suspension verwendet.
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Abbildung 25: Vergleich des relativen PrP-Gehaltes von Nierenrinde und —mark bei

zehn verschiedenen Rindern. Bei der Nierenrinde wurden die Werte der
2,5 %igen, beim Nierenmark die der 5 %igen Organsuspension zur

Berechnung herangezogen.
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In Abb. 26 sind die Ergebnisse fiir Organe mit mittlerem bis miBigem PrP“-Gehalt (< 20 %
des mittleren PrP“-Gehaltes im Stammhirn) dargestellt. Dazu zihlen neben Muskelgewebe
vor allem lymphatische Organe wie Thymus und Tonsillen. Kein PrP¢ konnte in den Lnn.

colici, Lnn. tracheobronchales, sowie der Milz nachgewiesen werden.
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Abbildung 26: Untersuchung von Rinderorganen: vergleichende Darstellung der
Organe mit mittlerem bis maBigem Gehalt an PrP©.
Kalber

Im Allgemeinen reagierten die Organe der jungen Tiere dhnlich denen der Adulten. Auch hier
wiesen die Lungen mit einem relativen Gehalt von 49,3 bis 201,2 % die héchsten PrP“~Werte
auf (nicht dargestellt). In Abb. 27 sind die Organe mit hohem Gehalt (d.h. > 20 % des PrP®-
Gehaltes im Stammhirn) an PrP¢ vergleichend dargestellt. Auch bei den juvenilen Tieren
reagierte die Nierenrinde deutlich stirker als das Nierenmark. Die Leber hingegen wies bei
den Jungtieren im Durchschnitt mit 16,5 % etwas niedrigere Werte auf als bei den adulten
Tieren (22,9 %) und wurde deshalb bei den Organen mit mittlerer bis maBiger Reaktivitat

(d.h. <20 % des PrP-Gehaltes im Stammhirn) aufgefiihrt (Abb. 28).

52



(o))
(e]

O Thymus*
| — O Nierenrinde*
50 - O Nierenmark
/a\ F—
S
) I
T 40 |
a
> -
m o
= 30
c —
D
o ___ _
5 20 —
2
K
€10 1
0
Kalb 1 Kalb 2 Kalb 3 Kalb 4 Kalb 5
Abbildung 27: Organe mit hohem Gehalt an PrP bei fiinf Kilbern. Bei den mit *
markierten Organen wurden flir die Berechnung des prozentualen
Gehaltes an PrP© die Messwerte der 2,5 %igen Suspension verwendet.
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Abbildung 28: Relative Reaktivitidt von Organen mit mittlerem bis miBigem Gehalt an

PrP (PrP¢-Gehalt des Stammhirns wurde gleich 100 % gesetzt).
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Bei der Untersuchung der lymphatischen Organe (Milz, Thymus, Tonsillen, Lymphknoten),
ebenso wie Muskelgewebe wurden insgesamt gesehen relativ geringe Extinktionswerte
erhalten. Kein PrP® konnte bei zwei von fiinf Darmlymphknoten sowie in der

Maulschleimhaut nachgewiesen werden (Untersuchung einer 5 %igen Organsuspension).

3.2.6 Nachweisbarkeit von PrP® in Milch

Eine wesentliche Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob mit dem entwickelten
Sandwich-EIA (3.2.1) PrP® auch in Rohmilch verschiedener Tierarten nachweisbar ist. Dazu
wurde zundchst in orientierenden Versuchen Verdiinnungsreihen von Rohmilch
verschiedener Wiederkduer in den EIA eingesetzt. Zur Absicherung der erhaltenen
Ergebnisse wurden parallel mit homogenisiertem Rinderhirnhomogenat versetzte Proben
(matrixassistierter ~ Kontrollansatz) bzw.  Ansdtze nach  Proteinase  K-Verdau
(Negativkontrolle) untersucht. Die Durchfithrung des EIA erfolgte wie in 3.2.1 beschrieben.
Zur Uberpriifung des Testsystems wurde bei jeder Untersuchung ein antigenfreier
Kontrollansatz (1 % BSA/PBS), sowie eine Verdiinnungsreihe eines frisch hergestellten

Rinderhirnhomogenates (3.2.2.1) eingesetzt.

3.26.1 Etablierung der Methodik

Zur grundsitzlichen Uberpriifung der Nachweisbarkeit von PrP© wurde unbehandelte Schaf-,
Ziegen-, Kuh-, und Kamelmilch untersucht. Dazu wurden jeweils drei Ansdtze a 500 pl
Vollmilch in 1,5 ml Reaktionsgefdlen vorbereitet. Ein Ansatz wurde mit jeweils 2 ul
Proteinase K (5 mg/ml) versetzt und danach alle Proben fiir 10 min bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert. AnschlieBend wurde der Proteinase K-Ansatz und je einer der anderen Ansitze fiir
5 Minuten auf 100 °C erhitzt. Nach Anlegen von Verdiinnungsreihen in 1 % BSA/PBS
wurden alle Ansdtze mittels EIA untersucht. Die Ergebnisse dieser Vorversuche fiir Schaf-

und Kuhmilch sind in Abb. 29 zusammengefasst.
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Abbildung 29: Signalreduktion nach Erhitzen und nach PK-Verdau von Schaf-,

und Kuhmilch.

Bedingt durch die Spezifitit der verwendeten Antikorper war mittels EIA in Kamelmilch kein
PrP nachweisbar (Ergebnisse nicht dargestellt). Die hochste Reaktivitit zeigte Schafmilch,
gefolgt von Ziegenmilch, mit einer Extinktion von 0,325 (nicht dargestellt) und Kuhmilch.
Nach dem Erhitzungsschritt wurde bei allen untersuchten Proben deutlich reduzierte

Messwerte erhalten, nach PK-Verdau reagierten alle Proben negativ.

Die relativ niedrigen Messwerte fiir mit Hirnhomogenat versetzte Kuhmilch (Kontrollansatz)
waren Anlass zu lberpriifen, ob durch die Matrix ,,Milch® bzw. deren Inhaltsstoffe die
Nachweisbarkeit ~von ~ PrP®  behindert wird. Dazu  wurden  verschiedene
Milchtrockenerzeugnisse in PBS rekonstituiert [3 % (w/v) Casein; 10 % (w/v) SpriihsiiB3-
molkenpulver; 10 % (w/v) Sprithmagermilchpulver] und davon Aliquote vor der bereits
beschriebenen Schiittelinkubation mit Hirnhomogenat (Rind) versetzt, so dass eine 2,5 %ige
Hirnsuspension resultierte. Als Kontrolle diente 1 % BSA/PBS mit/ohne Zusatz von
Homogenat. In den EIA wurden jeweils 50 pl eingesetzt. Die Verdiinnungsreihe wurde im

EIA in 1 % BSA/PBS angelegt. Der Ablauf des EIAs fand wie unter 3.2.1 beschrieben statt.
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Bei Vergleich der Hirnhomogenate verdiinnt in 1 % BSA/PBS bzw. in verschiedenen
Milchfraktionen, wie sie kommerziell erhéltlich sind, konnte eine deutliche Hemmung (um
ca. 50 %) der Reaktivitdt durch Milch festgestellt werden (Abb. 30). Wie dargestellt, war
dieser Effekt fiir die Milchfraktionen Magermilch, Molke, Casein dhnlich stark ausgeprigt

und blieb auch bei hoheren Verdiinnungsstufen erhalten.
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—e— Homogenat in Casein
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Abbildung 30: Hemmung der Nachweisbarkeit von PrP¢ bei Verdiinnung von
Hirnhomogenaten in verschiedenen Milchtrockenprodukten.
3.2.6.2 PrP® in Schafmilch

Da sich in ersten Versuchen zeigte, dass Schafmilch vergleichsweise hohe Messsignale fiir
PrP¢ aufweist, wurden 10 Einzelgemelke eutergesunder Schafe mit der oben skizzierten
Methode mehrfach mittels EIA analysiert, um Hinweise auf die physiologische Streubreite
des PrP“-Gehaltes der Schafmilch zu erhalten. Die Ergebnisse sind in Abb. 31
zusammengefasst. Bei den untersuchten Tieren zeigten sich im Hinblick auf den PrP“-Gehalt
der Milch deutliche Unterschiede. Bei der Analyse einer 1:2 verdiinnten Mich mittels EIA lag

die Spannbreite der resultierenden Extinktionswerte bei 0,35 bis 2,27.
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Abbildung 31: Nachweis von PrP® in 50 %iger Schafvollmilch von 10 Tieren.

Fiir Kuh- und Ziegenmilch bestdtigte sich in weiteren Versuchen die relativ geringe EIA-
Reaktivitdt, so dass entsprechende Untersuchungen fiir diese Milchen aufgrund der geringen

Aussagekraft nicht durchgefiihrt wurden.

3.2.6.3 Verteilung von PrP® bei Fraktionierung von Milch

Auch hier konzentrierten sich die Untersuchungen auf Schafmilch, da bei Kuh- und

Ziegenmilch der analytische Spielraum detailliertere Erhebungen nicht zulie3.

Untersucht wurden zehn Einzelgemelke (Rohmilch) eutergesunder ostfriesischer
Milchschafe, gewonnen sechs Wochen nach Laktationsbeginn. Folgende Fraktionen wurden
in den EIA eingesetzt: Vollmilch, Magermilch, SiiBmolke bzw. durch Labfallung gewonnene
Bruchmasse, sowie Sauermolke bzw. durch Saurefillung gewonnenes Casein. Zur
Gewinnung der Magermilch wurden jeweils 20 ml Vollmilch in 50 ml Réhrchen verbracht
und bei 4 °C zentrifugiert (2.500 x g; 15 min). Mittels einer Pasteurpipette wurde die
Magermilch entnommen und in drei Teile portioniert. Ein Teil wurde direkt in den EIA

eingesetzt, die anderen Aliquote wurden weiter fraktioniert. Ein Teil (5 ml) wurde mit 0,5
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mol/l HCI auf pH 4,6 eingestellt und dann zur Gewinnung der Sauermolke bzw. des Caseins
fiir 15 min bei 2.500 x g zentrifugiert. Die Molke wurde vor Einsatz in den EIA mittels
NaOH (0,5 mol/l) auf pH 6,8 eingestellt, das Pellet in 1 % BSA/PBS entsprechend dem
Ausgangsvolumen resuspendiert. Einem weiterem Aliquot der Magermilch wurden 5 pl
Rennin (5 mg/ml) zugesetzt, bis zur Dicklegung der Milch bei 37 °C inkubiert und dann wie

oben beschrieben zentrifugiert.

Ergebnisse

Abb. 32 zeigt einen Vergleich der bei der Untersuchung der Voll- bzw. Magermilch

erhaltenen Ergebnisse.
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Vollmilch in 1 % BSA / PBS Magermilch in 1 % BSA/PBS
Abbildung 32: PrPC-Gehalt in Einzelgemelksproben von 10 Schafen. Dargestellt sind

die Minimal-, Maximal- und Mittelwerte der Untersuchungen.

Demnach weist die Magermilch praktisch den gleichen PrP®- Gehalt wie die Vollmilch auf.
Da eine Untersuchung der Fettfraktion im EIA technisch nicht moglich ist, beschriankten sich
die weiteren Untersuchungen auf die durch Fraktionierung der Magermilch gewonnenen
Komponenten. Daneben wurde teilweise auch das bei der Zentrifugation gewonnene
Zellpellet untersucht. Hierbei lagen einer Anreicherung um ca. Faktor 10 und einem
anschlieBendem RiboLyser-Aufschlufl die Messwerte fiir die konzentrierten Proben nur im

Bereich des fiir die Magermilch festgestellten PrP“-Gehaltes.
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Um eine Vergleichbarkeit von durch Saurefdllung gewonnenem Casein bzw. Molke mit
,unverdiinnten® Proben sicherzustellen, wurden die aus dem Zusatz an HCl bzw. NaOH
resultierende Verdiinnung der Molke entsprechend beriicksichtigt. Die nach Sédure- bzw.
Labfillung beobachtete Verteilung von PrP¢ auf die so erhaltenen Milchfraktionen ist in den
Abb. 33 und 34 fiir die 10 Einzelgemelke dargestellt. Tendenziell war in den Untersuchungen
der iiberwiegende Anteil des nachweisbaren PrP® in den Molkefraktionen enthalten, wobei
zwischen Siifl- und Sauermolke keine eindeutigen Unterschiede festgestellt werden konnten.
Die bereits bei der Vollmilch beobachteten Unterschiede bei den Einzeltieren (Abb. 31),

setzten sich analog fiir die Molke- und Caseinfraktionen fort.

Setzt man den gemessenen Wert fiir die 1:2 verdiinnte Schafvollmilch gleich 100 %, dann
lasst sich zusammenfassend anhand der Mittelwerte der 1:2 verdiinnten Proben folgende
prozentuale Verteilung von PrP® in Schafmilch bilanzieren: in Magermilch ist den
Messungen zu Folge noch das gesamte PrP® enthalten; bei Fraktionierung der Magermilch
sind 55-60 % des Gesamt PrP's in den jeweiligen Molkefraktionen und weitere 15 % in den

caseinhaltigen Fraktionen nachweisbar (Abb. 35).
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Abbildung 33: Verteilung von PrP€ auf durch Labfillung gewonnene SiiBmolke

bzw. die Bruchmasse bei Untersuchung von 10 Schafmilchproben.
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Abbildung 34: Verteilung von PrP€ auf durch Siurefillung gewonnene Molke
bzw. Casein bei Untersuchung von 10 Schafmilchproben
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Abbildung 35: Verteilung von PrP® in den verschiedenen Milchfraktionen beim Schaf.
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Ahnliche Versuche wurden im orientierenden MaBstab auch mit Milch eutergesunder Kiihe
und Ziegen durchgefiihrt. Verglichen wurden hier Rohmilch, Magermilch (gewonnen durch
Zentrifugation flir 2 min bei 9.000 x g) und Sauermolke. Letztere wurde durch Sdurefdllung
des Caseins vor der oben beschriebenen Zentrifugation erhalten. Hierfiir wurde Vollmilch mit
0,1 mol/l HCI auf einen pH-Wert von 4,6 eingestellt. Pellet und die obere feste Phase wurden
verworfen und die Molke mit 0,2 mol/l NaOH auf pH 6,8 eingestellt. Es folgte eine
Schiittelinkubation iiber 40 min bei 37 °C im Thermomixer. Eine 1:2 Verdiinnungsreihe in
1 % BSA/PBS wurde direkt in der Platte angelegt. Die weitere Inkubation und EIA-Ablauf

fand wie unter 3.2.1 beschrieben statt.

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse gibt Abb. 36. Aufgrund der generell niedrigeren
Extinktionen, die sich bei der Untersuchung der Caseinfraktion sogar im Leerwertbereich
bewegten, konnten anders als flir die Schafmilchfraktionen hier keine genaueren Aussagen
hinsichtlich der Verteilung von PrP¢ gemacht werden. Wihrend Ziegenmilch sich dhnlich
wie die Schafmilch verhielt, resultierte die Entfettung der Kuhmilch in einer deutlichen

Reduktion der Extinktionswerte.
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Abbildung 36: Verteilung von PrP® in Ziegen- und Kuhmilch (Messwerte der

Vollmilch wurden jeweils gleich 100 % gesetzt). Dargestellt sind die

Mittelwerte aus zwei Versuchen.
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Der prozentuale PrP-Gehalt der Molke liegt bei der Kuhmilch mit ca. 64 % im #hnlichen
Bereich wie der bei der Schafmilch festgestellte, wahrend bei der Ziegenmilch mit ca. 86 %

ein deutlich hoherer Prozentsatz des PrP in der Molke verblieb.
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4 Diskussion

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien sind bei Tieren seit tiber 200 Jahren bekannt,
1732 wurden beispielsweise die ersten Scrapiefille bei Schafen in England beobachtet. Auch
bei Menschen sind dhnliche Erkrankungsformen, mit zentralnervoser Symptomatik, wie
beispielsweise CJD und Kuru schon seit lingerer Zeit bekannt (CREUTZFELDT, 1920;
JAKOB, 1921; GAJDUSEK und ZIGAS, 1957). Durch das massenhafte Auftreten der
Bovinen Spongiformen Enzephalopathie in England Mitte der achtziger Jahre des letzten
Jahrhunderts und der Identifizierung des Erregers als kausale Ursache der beim Menschen
auftretenden nvCJD (BRADLEY, 2004), riickten diese Erkrankungsformen in den

Mittelpunkt des 6ffentlichen Interesses.

Prinzipiell wurde die Erforschung dieser Erkrankungen lange Zeit dadurch erschwert, dass in
den infizierten Organismen keiner der klassischen Krankheitserreger, wie Bakterien und
Viren, nachgewiesen werden konnte. Basierend auf einer Hypothese von PRUSINER (1982a)
wird mittlerweile allgemein akzeptiert, dass eine neuartige ,,Erregerform® die Ursache dieser
Erkrankungen darstellt. Dabei handelt es sich um ein korpereigenes Glykoprotein, das
konformationsabhéngig zum krankheitsauslosenden Agens wird und deswegen mittels
herkdmmlicher bakteriologischer und virologischer Verfahren nicht hinreichend

charakterisiert werden konnte.

Bisherige Untersuchungen zur Risikoeinschitzung verschiedener Korpergewebe stiitzen sich
in erster Linie auf den Nachweis von PrP™ bzw. auf Bioassayversuche (EU-DIREKTORAT
FUR VERBRAUCHER-POLITIK UND GESUNDHEITSSCHUTZ, 2002). Da PrP¢ als
Vorlaufer von PrP* fungiert, sind auch unter dem Aspekt des vorbeugenden
Verbraucherschutzes fundierte Daten zur Verteilung dieses Eiweilles im Tier (Risikomaterial)
und damit zur potentiellen Kontamination von Lebensmitteln tierischen Ursprungs mit dem
Erreger von grundlegender Bedeutung. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
hochaffiner, auf monoklonalen Antikorper basierender Enzymimmunoassay entwickelt, um
die Verteilung des zelluldren Prion Proteins in verschiedenen Korpergeweben und der Milch

von Rind und Schaf untersuchen zu koénnen.
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4.1 Entwicklung eines Nachweisverfahrens

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, ein mdglichst einfaches, schnelles und auf viele
Korpergewebe anwendbares Extraktions- und Nachweisverfahren zu entwickeln. Dabei
zeichnete sich bereits frithzeitig ab, dass die {iblicherweise zur besseren Loslichkeit des
Membranproteins PrP¢ eingesetzten Detergenzien mit dem entwickelten EIA-Verfahren nicht
kompatibel sind. Damit konnten Verfahren, wie sie beispielsweise von MOUDJOU et al.
(2001) bzw. SAFAR et al. (1998) beschrieben worden waren, nicht eingesetzt werden, da die
im Extraktionspuffer enthaltenen Detergenzien eine Denaturierung des als Fangantikorper
eingesetzten mAk P4 bewirkten. Am geeignetsten zeigte sich letztendlich die Extraktion
mittels eines Glucosepuffers, dhnlich dem von BONS et al. (2002) beschriebenen Verfahren.

Auch wenn bei der Entwicklung des EIAs der Nachweis von zellulirem Prion Protein im
Vordergrund stand, war doch die mangelnde Reaktivitit des Testverfahrens mit PrP> sowie
mit rekombinantem PrP iiberraschend. Ersteres umso mehr, als der Nachweisantikorper It.
Herstellerangaben in der Immunhistochemie sogar spezifisch fiir die CJD-assoziierte Form
sein soll. Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass die propagierte Spezifitit durch die
bei immunhistologischen Untersuchungen verwendeten Préparationstechniken positiv
unterstiitzt wird (SERBEC et al., 2004), wihrend - wie auch die vorliegende Arbeit zeigte -
unter EIA-Bedingungen eine deutliche Reaktivitit des mAk mit PrP¢ festzustellen ist. Im
Hinblick auf die geringe Reaktivitit des PrP* im EIA ist auch zu beriicksichtigen, dass die
Extraktionsmethode und Probenaufarbeitung fiir den Nachweis von PrP© optimiert wurde und
hierbei insbesondere durch den Verzicht auf den Einsatz von Detergenzien die Loslichkeit
und somit die Nachweisbarkeit von PrP* nicht sichergestellt war. Ganz abgesehen davon
sind in beiden Fillen, sowohl bei PrP> (MERZ et al., 1981; PRUSINER et al., 1983;
CAUGHEY et al., 1991; PAN et al., 1993; SAFAR et al., 1993; HARRIS, 1999) als auch bei
rPrP, welchem neben der Glykosylierung auch der GPI-Anker fehlt (WEISSMANN, 2004),
deutliche strukturelle Unterschiede zum zelluldren Prion Protein vorhanden. So kommt das
natiirliche Prion iiberwiegend zweifach glykosyliert (MULLER et al., 2005), aber teilweise
auch unglykosyliert vor. Beim mAk P4 ist zwar bekannt, dass er iiberwiegend an die
diglykosylierte Form bindet (GROSCHUP et al., 1997; HARMEYER et al., 1998), unter
Immunoblot-Bedingungen allerdings auch in der Lage ist, rekombinantes bovines PrP zu
detektieren. Nach STACK (2004) ist es bei Verwendung bestimmter Probenaufarbeitungs-

verfahren jedoch nicht mdglich mit diesem Antikorper den BSE-Erreger bei natiirlich
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infizierten Kithen bzw. bei experimentell infizierten Schafen nachzuweisen.
Zusammenfassend weisen die verfligbaren Daten darauf hin, dass die fehlende EIA-
Reaktivitit von PrP* v.a. auf den als Fangantikorper eingesetzten mAk P4 zuriickzufiihren
ist, wihrend die fiir rPrP erhaltenen negativen Ergebnisse durch den als Nachweisantikorper
verwendeten V5B2 verursacht wurden, da dieser mAk weder in einen indirekten EIA noch im
Immunoblot mit rekombinantem bovinem PrP reagiert (Ergebnisse nicht dargestellt). Auch
SERBEC et al. (2004) konnten demonstrieren, dass der V5B2-Antikorper im Dot-Blot nicht

mit humanem rPrP reagiert.

Ein weiteres Phdnomen, welches an verschiedener Stelle beobachtet werden konnte, war ein
deutliches Absinken der SignalmeBwerte im EIA bei Einsatz von kurzfristig auf 100 °C
erhitzten Proben. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass es im Zuge der
Erhitzung zu einer Eiweildenaturierung kommt, wobei neben einer mdglichen
Strukturverinderung von PrP® selbst, evtl. auch Aggregate des PrP® mit anderen in der
Préaparation vorhandenen Proteinen entstehen konnten. Beide Varianten resultierten in einer
verringerten Epitopexponierung. Fiir PrP*® hingegen ist eine hohere Hitzestabilitit
beschrieben als fiir rPrP (APPEL et al., 2001). Hierbei wird angenommen, dass das
Zuckergeriist, das die SAF’s umgibt, die Tertidrstruktur des Proteins stabilisiert (APPEL et
al., 1999; RIESNER, 2003). Demzufolge fiithren Temperaturen um 100 °C bei diesem Eiweil3
zu keinen nennenswerten Strukturverdnderungen, so dass in BSE-Tests, welche auf den
Nachweis von PrP* zielen, dieser Erhitzungsschritt kein Problem darstellt. Mbglicherweise

wird, fiir das Testergebnis storend wirkendes PrP® sogar in seiner Reaktivitit minimiert.

Ein deutlicher Anstieg der Reaktivitit der Hirnhomogenate war nach Inkubation des
Probenmaterials bei 37 °C zu verzeichnen, wihrend dieser Effekt bei niedrigeren
Temperaturen nur in geringerem Umfang zu beobachten war. Wie durch die gleichzeitige
Zugabe von Proteinaseblockern demonstriert werden konnte, ist dieses bislang in der
verfligbaren Literatur nicht beschriebene Phidnomen mdglicherweise auf die Aktivitit
korpereigener Proteasen  zurlickzufiihren. Dabei wird entweder ein Teil des
membrangebundenen PrP’s in Losung gebracht oder die Verfiigbarkeit der fiir die Antikor-
perbindung wesentlichen Epitope wird durch einen limitierten proteolytischen Abbau des PrP

verbessert.
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Aufgrund der fehlenden Reaktivitit des rekombinanten bovinen PrP sind Angaben zur
Sensitivitdt des entwickelten EIA-Verfahrens nur bedingt moglich. Bei der Untersuchung von
Schaf- bzw. Rinderhirn zeigte sich, dass in diesen Proben PrP® noch bei relativen
Probenédquivalenten von 0,6 mg Hirn/ml (Schaf) bzw. 1,5 mg Hirn/ml (Rind) nachweisbar
war. Die niedrigeren Nachweisgrenzen fiir Schaf-PrP sind wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, dass der mAk P4 gegen ein von der ovinen PrP-Sequenz abgeleitetes Peptid
entwickelt wurde, das im Vergleich zur bovinen Sequenz zwei Aminosdureunterschiede

aufweist (HARMEYER et al., 1998).

Die fiir Hirnmaterial ermittelten Nachweisgrenzen ermoglichen jedoch zumindest eine
orientierende Einschédtzung der Testempfindlichkeit. MEYER et al. (1999) konnten in der
Medulla oblongata von gesunden Rindern etwa 0,2 - 0,3 pg PrP“/g nachweisen, wobei
allerdings Verluste von durchschnittlich 49 % bei der zur Kldrung des Extraktes notwendigen
Zentrifugation auftraten. Basierend auf diesen Angaben liegt die rechnerische
Nachweisgrenze des EIA’s fiir bovines PrP bei ca. 0,4 ng/ml bzw. unter Beriicksichtigung der
Verluste bei etwa 0,8 ng/ml und damit im unteren Bereich der mit klassischen Sandwich-
EIA’s erreichbaren Nachweisempfindlichkeiten. Deutlich hohere PrP¢-Gehalte von 3,8-4,5
ug/g wurde hingegen von MOUDJOU et al. (2001) fiir Schathirn ermittelt, wobei der von
den Autoren entwickelte EIA rekombinantes ovines PrP im unteren ng-Bereich nachweisen
konnte. Fiir das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Testverfahren ldgen bei
Zugrundelegung dieser Daten die Nachweisgrenzen fiir ovines PrP bei 2,2 - 2,7 ng. Beide
Rechenbeispiele zeigen, dass trotz des Verzichtes auf Detergenzien in der

Probenaufarbeitung ein hochsensitives Testverfahren entwickelt werden konnte.

4.2 Korperverteilung von PrP° in Rind und Schaf

Das etablierte Testverfahren wurde im weiteren Verlauf der Arbeit fiir die Untersuchung
verschiedener Gewebe von Rind, Kalb und Lamm sowie der Milch verschiedener Tierarten

verwendet.

Mochte man die hierbei erzielten Ergebnisse, mit Daten aus der Literatur vergleichen, so féllt
es schwer, entsprechende Arbeiten, bei denen ein dhnlich umfangreiches Organspektrum von

Rind und Schaf untersucht wurde, zu finden. Die meisten Arbeiten in diesem Bereich
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beschiftigen sich mit dem Nachweis von PrP>¢ (RACE et al., 1992; SOMERVILLE et al.,
1997; BOSQUE et al., 2002; SHAKED et al., 2001; ERSDAL et al., 2003; VALDEZ et al.,
2003; ANDREOLETTI et al., 2004), wobei zumeist Hirnmaterial von typischen Labortieren
wie Hamster, Maus oder Kaninchen untersucht wurden (BENDHEIM et al., 1992; BOSQUE
et al., 2002; THOMZIG et al., 2003; MULCAHY et al., 2004) oder sich die Analysen nur auf
Einzelorgane beschrinkten (IKEGAMI et al., 1991; MURAMATSU et al., 1993; PAMMER
et al., 1999; SCHMERR et al., 1999; SHAKED et al., 1999; O’ROURKE et al., 2000;
HEGGEBG® et al., 2003; TERRY et al., 2003; ANDREOLETTI et al., 2004).

In den eigenen Untersuchungen wiesen neben Stammhirn auch Lungengewebe und
Nierengewebe vergleichbar hohe Gehalte an zellulirem PrP auf. Im Hinblick auf das
Nierengewebe war auffillig, dass bei Rindern und in schwicherem MaB3 auch bei Kélbern die
Nierenrinde deutlich héhere Gehalte an PrP® aufwies als das Nierenmark. Bei den Limmern
verhielt es sich genau umgekehrt: hier konnte in der Nierenrinde praktisch kein PrP®
gemessen werden, wihrend im Nierenmark zumindest ein geringer Anteil PrP© vorhanden zu
sein schien. MOUDJOU et al. (2001), die sich mit dem EIA-Nachweis von PrP‘ in
unterschiedlichen Geweben bei erwachsenen Schafen befassten, konnten hingegen kein PrP®
im Nierengewebe nachweisen. TICHOPAD et al. (2003), die sich auf den PrP“-spezifischen
mRNA-Nachweis in Geweben von Rindern und Kélbern konzentrierten, konnten in diesem
Gewebe auch nur wenig entsprechende mRNA finden, widhrend HORIUCHI et al. (1995) bei
Schafen zumindest teilweise eine schwache Reaktivitiat im Westernblot, sowie den Nachweis
entsprechender mRNA beschrieben. Diese unterschiedlichen Ergebnisse lassen verschiedene
Erklarungsansédtze zu. Von bedeutendem FEinfluss scheinen neben dem Alter des Tieres
insbesondere auch der Ort der Probennahme sowie die Probenaufarbeitung zu sein. Organe
junger Tiere haben einen um 7-11 % hoheren Wassergehalt als die élterer, was bei gleichem
PrP®-Gehalt (bezogen auf Trockenmasse) zu niedrigeren Gehalten bezogen auf das
Gesamtgewicht fiihrt. Von weitaus groferer Bedeutung ist jedoch der Ort der Probennahme.
Wobei in den meisten der genannten Arbeiten keine Differenzierung in Nierenrinde und
Nierenmark vorgenommen wurde. Eine undifferenzierte Probennahme fiihrt jedoch
moglicherweise zu bevorzugter Beprobung der Nierenrinde, welche den groBiten Anteil des
Nierengewebes darstellt und bei den in dieser Arbeit untersuchten Lammern beispielsweise
kein PrP® beinhaltete. Allerdings sind damit die Ergebnisse von TICHOPAD et al. (2003)
nicht zu erkldren. Ein weiterer Faktor, der die Nachweisbarkeit des PrP¢ aus einzelnen

Organen maf3geblich beeinflusst, ist die Art der Probenaufarbeitung. Diese wird aus Griinden
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der Vergleichbarkeit iiblicherweise fiir alle Gewebetypen gleichermaflen durchgefiihrt, ist
aber zwangsweise fiir manche Gewebearten geeigneter als flir andere. Dies trifft insbesondere

fir den mRNA-Nachweis zu.

In der Leber konnte in dieser Arbeit vor allem bei Rindern und Lammern, sowie in
geringerem Mafe auch bei Kélbern zelluldres PrP nachgewiesen werden. Dies steht in
Einklang mit den Ergebnissen von TICHOPAD et al. (2003), nicht jedoch mit den der beiden
anderen o.a. Verdffentlichungen, bei denen jeweils kein Prion Protein bzw. entsprechende
mRNA in Schaflebern nachgewiesen werden konnte. Eine mogliche Erklarung fiir diese
Diskrepanz liegt wiederum im Alter der untersuchten Tiere: Die Lammer der vorliegenden
Arbeit waren durchweg sechs Monate alt, wihrend MOUDJOU et al. (2001) zweijdhrige
Schafe untersuchte. Uber das Alter der Tiere in dem Versuch von HORIUCHI et al. (1995)
wurden keine Angaben gemacht. Unter Umsténden wird auch je nach Zellwachstums- bzw. —
aktivierungsgrad PrP¢ in unterschiedlichem Mafe exprimiert. So gibt es beispielsweise
Berichte, dass die PrP“-Expression auf der Oberfliche von B- und T-Lymphozyten mit der
Zell-Aktivierung im Zusammenhang steht (CASHMAN et al., 1990; MABBOTT et al.,
1997). Dies konnte jedoch von ANTOINE et al. (2000) fiir entsprechende humane Zellen

nicht bestitigt werden.

In diesem Kontext sind mdglicherweise auch die Ergebnisse zu den lymphatischen Organen
zu betrachten. Thymus und Lymphknoten wiesen in dieser Arbeit bei den jungen Tieren in
der Regel signifikant hohere PrP¢-Gehalte auf als die Organe der erwachsenen Tiere. Fiir die
Milz konnte lediglich bei den Kilbern eine schwache Reaktivitit festgestellt werden, bei
Lammern und Rindern hingegen nicht. Diese Daten decken sich weitgehend mit denen der
erwdhnten Verdffentlichungen, wobei eine Vergleichbarkeit insofern schwer fillt, als in
diesen Arbeiten nicht auf den Altersunterschied eingegangen wird. Insbesondere die
diesbeziiglichen Ergebnisse von TICHOPAD et al. (2003) beziehen sich ausschlieBlich auf
Organe juveniler Tiere. Als Ursache fiir den relativ hoheren Gehalt an PrP¢ bei den
Jungtieren ist auch eine Hochregulierung der PrP“-Expression im Rahmen von
unspezifischen (Abwehr-) Reaktionen der lymphatischen Organe denkbar, so dass je nach
Abwehrlage der im EIA gemessene PrP“-Gehalt stark differieren kann. Auch IKEGAMI et
al. (1991), welche in Milz und Lymphknoten gesunder Schafe zelluldres PrP nachweisen

konnten, machen keine genauen Altersangaben zu den Tieren.
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Die relativ hohen Gehalte an PrP¢ in der Nickhaut von Limmern weisen darauf hin, dass zu
Recht verschiedentlich vorgeschlagen wurde, dieses Gewebe im Rahmen der Scrapie-
Diagnostik auf PrP°¢ zu screenen (O’'ROURKE et al., 1998a; O'ROURKE et al., 2000). Bei
den Kélbern, und insbesondere bei den beiden Rindern war hingegen das erhaltene Signal fiir
das dritte Augenlid deutlich schwicher. Mit den verfiigbaren Literaturdaten
iibereinstimmende Ergebnisse wurden auch fiir Lungen- und Muskelgewebe erhalten. In
Lungengewebe konnten vergleichsweise hohe, in Herz- und Skelettmuskulatur hingegen nur

sehr geringe PrP“-Gehalte festgestellt werden.

Bisherige Untersuchungen zur Infektiositit von Milch zeigten lediglich, dass Milch im
Vergleich zu Hirngewebe eine mindestens 100.000-fach niedrigere Infektiositidt aufweist
(TAYLOR et al, 1995). Im wesentlichen basierend auf diesen Versuchen und
epidemiologischen Erhebungen, kamen verschiedene Expertengremien [EUROPAISCHE
KOMMISSION, 2000; INTERNATIONAL FORUM FOR TSE AND FOOD SAFETY
(TAFS), 2003], sowie HEESCHEN (2002) zu dem Schlu3, dass durch Milchkonsum kein
direktes Risikopotential festzustellen ist. Bislang ist es nicht gelungen, Prionen in der Milch
nachzuweisen. Daten zum Gehalt an zellulirem Prion Protein stehen auch nicht zur
Verfiigung. Allerdings konnten in dieser Arbeit insbesondere bei den kleinen Wiederkéuern
(Schaf und Ziege) vergleichsweise hohe PrP-Gehalte in der Milch gemessen werden. Dies
kann zum einen an der hoheren Affinitit des mAk P4 fiir das Schaf-PrP liegen, zum anderen
moglicherweise auch an der im Vergleich zum Rind erhdhten Zellzahl in der Milch. Wie
bereits erwihnt, war der mAk P4 origindr zum Nachweis von ovinem Prion Protein
entwickelt worden und zeigt dementsprechend fiir das ovine PrP® im Hirngewebe eine 2-3
fach héhere Sensitivitit als fiir das bovine PrP. Dieser Faktor wird jedoch in der Milch bei
weitem Ubertroffen (Faktor 7-10). Dass hierfiir nicht die hohere Zellzahl der Schafmilch
verantwortlich gemacht werden kann, zeigen die hohen PrP“-Gehalte der Molkefraktion (60
% des Gesamt-PrP® in der Milch). Diese wird durch Zentrifugation gewonnen, wobei die
Zellen im Pellet und damit in der Caseinfraktion enthalten sein miissten. Die Caseinfraktion
wiederum weist aber nur 15 % des Gesamt-PrP¢ auf. Bei der Kuhmilch sind die erhaltenen
Ergebnisse aufgrund der generell niedrigeren Extinktionswerte mit Vorsicht zu bewerten.
Auffallend war jedoch der im Vergleich zur Schafmilch deutliche Abfall der Messwerte nach
Entfetten der Milch. So enthielt Magermilch lediglich noch ca. 67 % des Ausgangsgehaltes

an PrP. Dieser Wert blieb auch nach Caseinféllung relativ konstant.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass mit Hilfe des in dieser Arbeit entwickelten
Testverfahrens weitgehend das Verteilungsmuster von PrPS in unterschiedlichen
Korpergeweben bei Wiederkduern skizziert werden konnte. Nach einer wiinschenswerten
Absicherung der Ergebnisse durch weitere analytische Verfahren wie z.B. Immunoblot oder
RT-PCR konnten diese Daten fiir die Risikobewertung einzelner Organe im Zusammenhang
mit BSE-Féllen Verwendung finden. AuBlerdem stellen sie eine Hilfe fiir die Ermittlung
moglicher Infektionswege im Organismus dar. Hierfiir wére allerdings eine Ausdehnung der
Versuche auf weitere Gewebe, wie beispielsweise verschiedene Darmabschnitte, sinnvoll.
Der erstmalige Nachweis von zellulirem PrP in der Milch erdffnet zudem neue

Fragestellungen, die im Rahmen weiterer Arbeiten geklart werden sollten.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung eines Enzymimmuntests (EIA)
zum Nachweis von zellulirem PrP (PrP“), sowie dessen Anwendung zur Untersuchung
diverser Gewebe von Rindern, Kélbern und Limmern. Mit dem Testverfahren wurde auch
Milch von Rindern, Ziegen und Schafen auf das Vorkommen von PrP® und dessen Verteilung

auf die einzelnen Milchfraktionen untersucht.

Im Hinblick auf die Erstellung eines Sandwich-EIA’s wurde die Eignung verschiedener
monoklonaler Antikorper lberpriift. Mit dem Ziel ein moglichst schnelles und einfaches
Extraktionsverfahren fiir den Nachweis von PrP¢ in Geweben zu etablieren, wurden
Stammhirnhomogenate von Rindern und Schafen unter Verwendung verschiedener

Extraktionspuffer hergestellt und anschlieBend mit dem optimierten EIA-System analysiert.

Nach Optimierung weiterer Parameter wurde standardmifBig folgendes Verfahren fiir die
Untersuchung von Gewebsproben verwendet. Die Extraktion erfolgte im RiboLyser unter
Verwendung von 3 % (w/v) Glucose in PBS, anschlieBend wurde der Extrakt noch fiir 40 min

bei 37 °C inkubiert. Als Negativkontrolle dienten mit Proteinase K verdaute Ansétze.

Bei der Untersuchung der Gewebsproben zeigte sich, dass Prion Proteine in nahezu jedem
Gewebe nachweisbar sind. Neben dem Stammhirn sind auch andere Organe bzw. Gewebe,
wie beispielsweise die Nickhaut der Lammer oder die Lunge von Kilbern und Lidmmern
sowie die Nierenrinde von Rindern und Kilbern reich an PrP®. Vergleichsweise geringe
Konzentrationen an Prion Proteinen konnten in der Muskulatur sowie den lymphatischen
Organen der Tiere nachgewiesen werden. Auffillig war, dass bei einigen Organen, wie z.B.
der Rinderleber, eine hohe Schwankungsbreite bei den untersuchten Einzeltieren festzustellen

war.

Auch in der Milch bzw. deren Fraktionen (Magermilch, Molke und Caseinfraktion), die ohne
weitere Probenaufarbeitung in den EIA eingesetzt werden konnten, war PrP¢ detektierbar.
PrP¢ konnte dabei in Schaf- Ziegen- und Kuhmilch nachgewiesen werden. Die Untersuchung
von fraktionierter Schafmilch ergab zum einen, dass die Entfettung der Proben keinen
Einfluss auf den nachweisbaren PrP®-Gehalt der Milch hat, und zum anderen, dass sich der

iiberwiegende PrP“-Anteil in der Molkefraktion befindet.
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Summary

Development and application of an enzyme immunoassay for the detection of cellular

prion protein in ruminants

This paper deals with the development of an enzyme-immunosorbent-assay (EIA) for the
detection of cellular PrP (PrP®) as well as its application for the analysis of diverse tissues
derived from cattle, calves and lambs. Additionally, milk from cows, goats and sheep was
analysed by using this test system for the occurrence of PrP® and its distribution in milk

fractions.

With respect to the establishment of a sandwich-EIA, the suitability of several monoclonal
antibodies was tested. Aiming at the development of a rapid and simple extraction procedure
for the detection of PrP® in tissues, brainstem homogenates of cattle and sheep were produced

by using different extraction buffers and subsequently analysed by the optimized EIA-system.

After optimization of further parameters, the following standard procedure was used for the
examination of the tissue samples. By using a RiboLyser, tissues were homogenized in PBS
containing 3 % (w/v) glucose and subsequently incubated at 37 °C for 40 min to improve the

detectability of PrPC. Proteinase K digested samples served as negative controls.

During analysis of the tissue samples it turned out that prion proteins are detectable in nearly
every tissue. Besides brainstem other organs and tissues, respectively, are rich in PrP®.
Particularly, the third eyelid of lambs, lungs of calves and lambs as well as the cortex of
kidneys of adult and juvenile cattle contained high amounts of PrP®. Comparatively low
concentrations of prion protein could be detected in muscles and lymphatic organs of the
animals. For some organs, such as the liver, high variability of the PrP® content was found

between the examined individuals.

Detectable amounts of PrP¢ were also found in milk and its fractions (skimmed milk, whey
and casein-fraction), which could be applied to the EIA without further treatment. PrP® could
be detected in milk from sheep, goats and cows. The analysis of fractionated ewes’ milk
showed that defatting of the samples had no influence on the detectable PrP®-content and that

the predominant PrP®-portion is found in the whey-fraction.
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