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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A. dest. aqua destillata

BSA Bovines Serum Albumin

BSE Bovine Spongiforme Enzephalopathie

CJD Creutzfeldt-Jakob-Disease (Creutzfeldt-dakob-Krankheit)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EIA Enzymimmunoassay (Enzymimmuntest)

ENS Enterisches Nervensystem

FCS fetales Kalberserum

FLI Friedrich-Loffler-Institut

GALT darmschleimhaut-assoziiertes lymphatisches Gewebe (gut-

associated lymphatic tissue)

GIn Glutamin

Gly Glycin

GPI Glykosyl-Phosphatidylinositol

His Histidin

HRP Meerrettich-Peroxidase (horsereadish peroxidase)

IHC Immunhistochemie

Lnn. Lymphonodi

LRS Lymphoretikuléres System

mAKk monoklonaler Antikorper

Med. obl. Medulla oblongata

MOPS y-Morpholino-propansulfonsaure

n.d. nicht durchgefiihrt/durchfihrbar

NMR nuclear magnetic resonance

N. vagus Nervus vagus

oD optical density

OIE Weltorganisation fir Tiergesundheit (friiher: Office International des
Epizooties)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlésung

PK Proteinase K

Pro Prolin

prnp®°-Tiere Prion Protein Knockout-Tiere

PrP Prion Protein

Prp° zellulares Prion Protein



Prps Proteinase K resistentes PrP

Prpse TSE-assoziiertes Prion Protein

PVDF Polyvinylidendifluorid

SAFs Scrapie assoziierte Fibrillen

sCJD sporadische Form der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
SDS Natriumduodecylsulfat (Sodium dodecylsulfat)
TMB Tetramethylbenzidin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Trp Tryptophan

TSE Transmissible Spongiforme Enzephalopathien
vCJD neue Variante der Creutzfeld-Jakob-Krankheit
VLA Veterinary Laboratories Agency, Weybridge, England
WB Western-Blot

ZNS Zentrales Nervensystem
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1 EINLEITUNG

Prionen (proteinaceous infectious particles; PRUSINER, 1982) gelten als neuartige
.Erreger® der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSE). Diese kdnnen
sporadisch, genetisch, iatrogen oder infektiés-bedingt auftreten. Zu ihnen gehdéren unter
anderem Scrapie bei Schaf und Ziege, BSE beim Rind sowie die Variante der Creutzfeld-
Jacob Krankheit (vCJD) beim Menschen.

Einen atiologischen Zusammenhang zwischen BSE und vCJD vermutete man zunachst nur
aufgrund ortlicher und zeitlicher Nahe des Auftretens dieser beiden relativ ,jungen® Prionen-
Erkrankungen. Doch bald zeigten molekularbiologische und tierexperimentelle Daten die
molekulare und pathogenetische Ahnlichkeit des infektidsen Agens. Insbesondere die
Ubertragbarkeit von BSE auf Makaken zeigte zu vCJD identische pathologische Merkmale
(LASMEZAS et al., 1996) und wies auf einen ursdchlichen Zusammenhang hin. Als
Expositionsquelle fir das Auftreten der vCJD wird der Verzehr von Rindfleisch, das von
BSE-Tieren gewonnen wurde, vermutet (ALMOND & PATTISON, 1997).

Im Hinblick auf Verbraucherschutz-Aspekte ist die Ubertragbarkeit von bestimmten Formen
der TSE auf den Menschen nicht nur von wissenschaftlichem, sondern auch von
wirtschaftichem wund politischem Interesse. Eine systematische Untersuchung von

Lebensmitteln der in Verdacht stehenden Spezies ist somit zwingend erforderlich.

Die Expression der zelluldaren Form des Prion-Proteins (PrP°) ist die Grundvoraussetzung fiir
eine Umformung in die pathogene Form (PrP%°). Diese Schlussfolgerung konnte daraus
gezogen werden, dass PrP®-Knockout-Mause sich resistent gegeniiber Scrapie erwiesen
(BUELER et al., 1993). Insofern ist die Verteilung und Menge von PrP° im Kérpergewebe und
in den Korperflissigkeiten von pathogenetischer Bedeutung. Zudem ist die physiologische
Funktion von PrP° nach wie vor nicht vollstandig aufgeklart. PrP® konnte in groRer Menge im
ZNS gefunden werden. Allerdings kommt es in weitaus geringeren Mengen auch in
verschiedenen nicht-neuronalen Geweben wie Milz, Lymphknoten und Lunge beim Schaf
(HORIUCHI et al., 1995) vor, ebenso in der ovinen Milchdriise (MOUDJOU et al., 2001). Von
der European Food Safety Agency (EFSA, 2004) zahlen Milch, Kolostrum und Eutergewebe
von Hauswiederkauern zur Kategorie ,keine Infektiositat nachweisbar®. Jedoch gibt es Daten
aus neueren Studien, die darauf hinweisen, dass Infektiositdt in Milch von kleinen

Wiederkauern nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum einem, tierartlich vergleichend das Vorkommen von
PrP° in Eutergewebe und Milch von Rind, Schaf und Ziege zu untersuchen. Dies erfolgte
mittels EIA, Western-Blot und Immunhistochemie. Zum anderen wurde Probenmaterial TSE-
infizierter Tiere untersucht. Dabei wurden erstens die Vollmilch- und Kolostralproben
kinstlich mit Scrapie bzw. BSE infizierter Schafe mittels Western-Blot und EIA auf das
Vorkommen von PrP™® hin getestet. Zweitens wurden von natirlich erkrankten BSE-Kiihen
aus Grolibritannien Magermilch (mittels EIA und Western-Blot) sowie Eutergewebe (EIA,

Western-Blot und Immunhistochemie) auf Vorhandensein von PrP™* untersucht.

Diese Arbeit wurde durch das Bayerische Staatsministerium flir Umwelt, Gesundheit und
Verbraucherschutz im Rahmen des Forschungsverbundes forprion (Projekt LMU 19a)

gefordert.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Prionen

2.1.1 Terminologie, Struktur und Eigenschaften der Prionen

In der gangigen Literatur werden zur Definition der verschiedenen Zustandsformen des Prion
Protein im Wesentlichen drei Abklirzungen verwendet. PrP° steht fiir die physiologisch
vorkommende, zelluldre (C = cellular) Form des obengenannten Proteins. PrPS° bezeichnet
seine pathologische Konformationsvariante (Sc = Scrapie), die mit dem Vorkommen von
Infektiositat vergesellschaftet ist. Des Weiteren findet sich haufig die Bezeichnung PrP™.
(res = resistant). Diese Definition beschreibt ein biochemisch verandertes Verhalten des
Proteins gegenitiber dem Einfluss von Proteinase-K (PK), lasst jedoch offen, ob dieses

veranderte Verhalten auch mit Infektiositat vergesellschaftet ist.

Fir eine Ubertragung von TSE ist nach dem heutigen Kenntnisstand das in seiner Struktur
veranderte korpereigene Prion Protein verantwortlich. (PRUSINER, 1982; PRUSINER,
1991). PrP%° entsteht durch eine autokatalytische Umformung aus PrP°. Letztgenanntes wird
von einem single copy Gen (prnp; OESCH et al., 1985; BASLER et al., 1986) kodiert und ist
das Translationsprodukt eines einzigen offenen Leserahmens (SCHATZL et al., 1995). Bei
PrPC handelt es sich um ein Sialoglykoprotein (ENDO et al., 1989; HARAGUCHI et al., 1989;
RUDD et al.,, 1999), das mittels eines Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Ankers (GPI-Anker;
STAHL et al., 1987) mit der Zellmembran verbunden ist und in cholesterinreichen,
detergenzunléslichen Domanen an der Zelloberflache (lipid rafts; TARABOULUS et al., 1995;
VEY et al., 1996) gebunden vorliegt. Je nach Spezies ist die Gesamtlange des Proteins
leicht unterschiedlich (253 Aminosauren beim Menschen (KRETZSCHMAR et al., 1986), 254
Aminosauren bei der Maus (OESCH et al, 1985), 256 Aminosauren beim Schaf
(GOLDMANN et al., 1990)). Beim Rind kommt das PrP° je nach Allel mit 5-7 Oktarepeat-
Sequenzen vor (CASALONE et al., 2004) und besteht bei sechs Oktarepeats (Sequenz Pro-
His/GIn-Gly-Gly-Gly-[Gly]-Trp-Gly-GIn; LOPEZ GARCIA et al., 2000) aus 264 Aminosduren
(HILLS et al., 2001). Im Sauger liegt die Homologie in der Aminosauresequenz bei mehr als
90% (GROSCHUP et al., 1997).

Trotz der identischen Aminosduresequenzen von PrP® und PrPS° (STAHL et al., 1993),
unterscheiden sich die Konformationsvarianten in ihrer Sekundar- und Tertiarstruktur sowie
in ihren biochemischen Merkmalen deutlich. Diese sind zusammenfassend in Tabelle 1

dargestellt.
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Tabelle 1: Biochemische Eigenschaften der Prion-Proteine

Eigenschaft PrP° Prps° 3 Referenz
Hydrophobizitat gering deutlich PRUSINER et al., 1981
Ldslichkeit in milden MEYER et al., 1986;
I6slich unldslich
Detergentien PRUSINER 1997
Proteinase K —
sensitiv partiell resistent OESCH et al., 1985
Empfindlichkeit
Tendenz zur
nein ja PRUSINER et al., 1983

Aggregatbildung

Mittels FTIR (Fourier-transformierte Infrarot-Spektroskopie) konnten PAN et al. (1993) einen
deutlichen Unterschied in der Sekundarstruktur ausmachen. Wahrend PrP¢ einen hohen
alpha-Helix-Gehalt (42%) besitzt und nahezu keinen (3%) beta-Faltblatt-Anteil aufweist, zeigt
PrP%¢ einen beta-Faltblatt-Anteil von 43% und nur 30% alpha-Helix-Struktur. Das ,mature®
PrP°, darstellbar mittels NMR (nuclear magnetic resonance), weist C-terminal eine globulare
Domaéne auf (RIEK et al., 1997; ZAHN et al., 2000; LOPEZ GARCIA et al., 2000; LYSEK et
al., 2005; Abb.1). Innerhalb der globuldaren Domane befindet sich die einzige Disulfidbricke
des Proteins, die die Helices 2 und 3 verbindet. Die Disulfidbricke (TURK et al., 1988) sowie
die beiden Glykosylierungsstellen (ENDO et al., 1989) liegen auch bei PrPS® vor. Die N-
terminale Halfte ist unstrukturiert, beweglich und beinhaltet eine histidinreiche
Oktarepeatsequenz, der kupferbindende Eigenschaften (BROWN et al.,, 1997)

zugeschrieben werden.

5.5
54 g5 182 | Jraa 200 17
1 23 234

Abbildung 1: Schematische Darstellung des ovinen PrP°
In Anlehnung an die Abbildung von LIEMANN & GLOCKSHUBER (1998); Positionsbezeichnungen
der ovinen Sequenz (nach HARMEYER et. al., 1998; MADDISON et al., 2007)

grau unterlegt: matures PrP° Sekundarstrukturelemente: H1-H3: alpha-Helices; S1+ S2: R-

[
h
m

Faltblattstrukturen; CHO: Glykosylierungsstellen; S-S: Disulfidbriicke; griin: Oktarepeats (Schaf und
Ziege: 5; Rind: 5-7)
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Fir PrPS¢ gibt es nur Modellvorstellungen (Abb. 2), da es aufgrund seiner Unléslichkeit und
seinem oligomeren Vorkommen (GLOCKSHUBER, 2001) nicht mit den derzeit zur
Verflgung stehenden Strukturbestimmungsverfahren darstellbar ist. Allerdings weif® man seit
langem, dass es in sog. Scrapie-assoziierten Fibrillen (SAF) ,gestapelt* vorkommt (MERZ et
al., 1981; PRUSINER et al., 1983). Neuerdings vermutet man, dass Trimere aus PrpSe.
Molekilen sich zu einer Fibrille zusammenfligen (GOVAERTS et al., 2004, LANGEDIJK et
al., 2006).

Normal Conformer

Abbildung 2: Modellvorstellung von PrP® (links) und PrP*® (rechts). Entnommen aus

http://www.biophys.uni-duesseldorf.de/research/prions

Die in Tabelle 1 erwahnte partielle Proteinase-K Resistenz wird in der Diagnostik als
entscheidender Marker fur den Nachweis von PrP° verwendet (McKINGLEY et al., 1983;
BEEKES et al., 1996) und synonym mit diesem benutzt. Da die im Teil ,Material und
Methoden® dieser Arbeit beschriebenen Verfahren sich ebenfalls dieser biochemischen
Eigenschaft bedienen, soll sie an dieser Stelle am Beispiel des Western-Blots naher erlautert
werden. Bei dieser Methode zeigt PrP® im unverdauten Zustand ein typisches auf seine drei
unterschiedlichen Glykosylierungsformen (zweifach-, einfach- und unglykosyliert; COLLINGE
et al, 1996; RIESNER, 2003) beruhendes Bandenmuster, welches bei einem
Molekulargewicht zwischen 33-35 kDa liegt. Unter dem Einfluss von PK wird das Protein
vollstandig abgebaut. Auch PrPS® zeigt im unverdauten Zustand ein Molekulargewicht von
33-35 kDa. Durch Abspaltung eines aminoterminalen Peptids bestehend aus ca. 70
Aminosauren wird es zu einem Molekiil mit 27-30 kDa Molekiilmasse (PrP?"*) reduziert
(OESCH et al.,, 1985). Bei langerer Inkubationszeit der PK wird jedoch auch dieses
vollstandig degradiert (KUCZIUS & GROSCHUP, 1999).
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Die PK-Resistenz wird als biochemischer Marker fiir PrP® genutzt, allerdings korrelieren
Infektiositat und PK-Resistenz nicht in allen Fallen (LASMEZAS et al., 1997; RIESNER,
2003). Insofern steht PrP*° in dieser Arbeit fiir die infektiése Form, PrP™ hingegen lediglich
fur die wichtige biochemische Eigenschaft. Als einziger Nachweis fur Infektiositat gilt nach
wie vor der Bioassay im Versuchstier (BEEKES & McPRIDE, 2007).

Durch die unterschiedliche Intensitat der einzelnen, verschieden glykosylierten Formen
(,Glykosylierungsmuster) kann man auch zwischen den verschiedenen Prionen-
Erkrankungen unterscheiden (,molecular strain typing“). So ist bei BSE die zweifach
glykosylierte Form vorherrschend im Western-Blot, ebenso bei vCJD. Bei sporadischer oder
iatrogener CJD hingegen ist die zweifach glykosylierte Form schwach ausgepragt, wahrend
die einfach-glykosylierte oder die unglykosylierte Form die dominante Bande darstellt. Die
biochemische Ahnlichkeit zwischen vCJD und BSE im Unterschied zu herkémmlichen CJD
(COLLINGE et al., 1996) ist ein Hinweis auf den moglichen kausalen Zusammenhang der

beiden Erkrankungen.
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2.2 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien sind neurodegenerative Erkrankungen, die bei

verschiedenen Saugerspezies vorkommen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht tiber Prionen-Erkrankungen bei Mensch und Tier nach PRUSINER (1998)

Krankheit Abkiirzung Wirt Atiologie

sporadische Creutzfeld- sCJD Mensch somatische Mutation oder spontane

Jakob-Krankheit Umwandlung von PrP° zu PrP%°

familiare Creutzfeld-Jakob- fCJD Mensch Keimbahn-Mutation im PrP-Gen

Krankheit

iatrogene Creutzfeld-Jakob- | iCJD Mensch Infektion durch kontaminierte

Krankheit Wachstumshormonpraparate, Dura
mater- und Hornhauttransplantate
sowie neurochirurgisches Opera-
tionsbesteck

neue Variante der vCJD Mensch Infektion durch bovine Prionen?

Creutzfeld-Jakob-Krankheit

Kuru Kuru Mensch Infektion durch rituellen
Kannibalismus

Gerstmann-Straussler- GSS Mensch Keimbahn-Mutation im PrP-Gen

Scheinker Syndrom

Fatal Familial Insomnia FFI Mensch Keimbahn-Mutation im PrP-Gen

Scrapie (Traberkrankheit) Scrapie Schaf, Ziege Infektion von genetisch
empfanglichen Schafen

Bovine Spongiforme BSE Rind, Schaf, Infektion mit Prionen-

Enzephalopathie Ziege kontaminiertem Tiermehl

Transmissible Mink TME Nerz Infektion mit Prionen-

Enzephalopathie kontaminiertem Tiermehl

Feline Spongiforme FSE Katze Infektion mit Prionen-

Enzephalopathie kontaminiertem Tiermehl

Chronic Wasting Disease CWD Hirschartige unbekannt

TSE sind gepragt durch eine jahrelange symptomlose Inkubationszeit. Je nach Ort der

vorherrschenden Hirnveranderungen aufdern sie sich durch unterschiedliche neurologische
Ausfallserscheinungen. Sie enden stets todlich (PRUSINER, 1998).

In der histopathologischen Untersuchung des Gehirns zeigen sich drei charakteristische

Hauptmerkmale: Spongiforme Vakuolisierung,

Neuronenuntergang und astrozytare
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Proliferation. Die spongiformen Veranderungen gaben den Erkrankungen ihren Namen.
Ferner kommt bei einigen Fallen bzw. Krankheiten auch die Ablagerung amyloider Plaques
hinzu (COLLINGE, 1997). Sie bestehen hauptsachlich aus PrP°. PrP%° liegt in den Gehirnen
TSE-erkrankter Individuen auch als amorphe Aggregate vor, sowohl intrazellular als auch
extrazellular (TARABOULUS et al., 1992) gelegen oder kann zu Scrapie-assoziierten
Fibrilen (SAF; MERZ et al., 1981) aggregieren. Auler einer Mikroglia- und
Makrophagenaktivierung sind nahezu keine immunologischen Reaktionen erkennbar (BERG,
1994; PERRY et al., 2002; KRETZSCHMAR, 2002).

2.2.1 Scrapie

Scrapie, die Traberkrankheit der Schafe, ist seit dem 18. Jahrhundert (DETWILER, 2001)
bekannt. lhre Ubertragbarkeit wurde bereits 1936/1938 belegt (CUILLE & CHELLE). Eine
genetisch bedingte Empfanglichkeit gegeniiber Scrapie wurde mehrfach beschrieben (BELT
et al., 1995; HUNTER et al.,, 1996; O'DOHERTY et al., 2002). Sie héangt demnach von
Polymorphismen in den Codons 136, 154 und 171 des PrP-Gens ab (HUNTER et al., 1997;
DAWSON et al., 1998; DROGEMULLER et al., 2003). Scrapie befallt natirlicherweise auch
Ziegen (WOOD et al., 1992). Hinweise fiir eine Ubertragung auf den Menschen gibt es keine
(PRUSINER, 1982).

Die Verteilung des PrPS® bzw. seine Ausbreitung im Kérper ist bei Scrapie eine andere als
bei BSE beim Rind, wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben wird. Es wird maternale Transmission
(siehe Kapitel 2.3.5) vermutet, aber auch Hinweise fiir eine Verbreitung innerhalb der Herde
durch orale Aufnahme infektiéser Eihaute oder tiber Hautwunden sind gegeben (DETWILER,
2001; GROSCHUP et al., 2001).

2.2.2 BSE

Die Krankheit wurde 1985 zum ersten Mal bei Rindern beschrieben (WELLS et al., 1987).
Die Ursache fur BSE wird in der Verfutterung von Scrapie-kontaminiertem Tiermehl an
Rinder gesehen (Mischfutterhypothese; WILESMITH et al., 1988; DAHMS et al., 2001). Die
Inkubationszeit betragt knapp zwei bis Uber zehn Jahre (im Durchschnitt 4,5 Jahre), so dass
die Erkrankung nur bei erwachsenen Tieren auftritt (HORNLIMANN & INFANGER, 2001).
Sie  auRert sich  sowohl durch  Verhaltensédnderungen, Sensibilitits- und

Bewegungsstérungen als auch durch unspezifische Symptome wie reduzierte Milchleistung
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und Abmagern bei zunachst erhaltener Fresslust (WILESMITH et al., 1988; BRAUN et al.,
1998a). Im Gegensatz zu Scrapie-infizierten Schafen ist starker Juckreiz kein
vorherrschendes Symptom bei Rindern mit BSE (WILESMITH et al., 1988). Beim kleinen
Wiederkauer hingegen ist BSE klinisch von Scrapie nicht zu unterscheiden (FOSTER et al.,
2001; HOUSTON & GRAVENOR, 2003; THURING et al., 2005). Die Diagnose BSE ist nur
post mortem mit Hilfe der histopathologischen, immunhistochemischen,
elektronenmikroskopischen Untersuchung oder der Untersuchung mittels SAF-Immunoblot
(OIE-Bestatigungsmethoden) zu stellen (GRETZSCHEL et al., 2005).

Die Hypothese, dass BSE und vCJD vom selben Erreger-Stamm verursacht werden, gilt
heute als sehr wahrscheinlich (KRETZSCHMAR, 2002). Hierflir sprechen der in der
Einleitung erwéhnte Ubertragungsversuch von BSE auf Makaken (LASMEZAS et al., 1996)
sowie Versuche an Inzuchtmausen. Ubertrug man BSE und vCJD auf sie, riefen sie nach
derselben Inkubationszeit ein identisches pathologisches Bild hervor, wahrend sich die
sporadische CJD sowie alle untersuchten Scrapie-Stdmme deutlich davon unterschieden
(BRUCE et al., 1997). BRUCE et al. (1997) arbeiteten dabei auch mit Lasionsprofilen, einer
semiquantitativen Methode, bei der der Vakuolisierungsgrad bestimmter Hirnareale erfasst
wird (FRASER & DICKINSON, 1973). Zudem zeigten biochemische Methoden (COLLINGE
et al., 1996; HILL et al., 1997) ein sehr dhnliches Bandenmuster im Western-Blot (s. Kapitel
2.1.1) sowie ein nahe beieinander liegendes Verhaltnis von zweifach- zu einfach
glykosyslierter Form bei Messung der Bandenintensitat. vCJD erschloss sich somit als
-humane BSE“ (ALMOND & PATTISON, 1997). Auch zur Unterscheidung von BSE und
Scrapie im Schaf kénnen u. a. biochemische Methoden dienen (NONNO et al., 2003;
GRETZSCHEL et al., 2005). Es wird das Verhaltnis der Glykosylierungsformen (zweifach zu
einfach glykosyslierter Form) sowie die GrofRe der Bande des unglykosylierten PrP nach

Verdau mit N-Glykosidase F (PNGase F) herangezogen.

Fur BSE gibt es mittlerweile Hinweise fiir die Existenz einer sporadischen Form (CASALONE

et al., 2004; CAPOBIANCO et al., 2007; BERINGUE et al., 2007).

2. 3 Vorkommen von Prion Protein

2.3.1 Vorkommen und Verteilung von PrP® im Gesamtorganismus

Zunachst wurde in Neuronen des Hamsters die Expression von PrP-mRNA
(KRETZSCHMAR, 1986) als auch von zelluldarem Prion Protein (DeARMOND et al., 1987)
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sowie die Expression von mRNA und Protein in Lymphozyten des Menschen (CASHMAN et
al., 1990) nachgewiesen. Inzwischen konnte PrP® in einer Vielzahl von neuronalen und nicht-
neuronalen Gewebe beim Hamster nachgewiesen werden (BENDHEIM et al, 1992). Eine
breitgefacherte Expression des Prion Proteins ist mittlerweile groBtenteils auch far
Wiederkauer auf Proteinebene (HORIUCHI et al., 1995; MOUDJOU et al., 2001) als auch auf
mRNA-Ebene (TICHOPAD et al.,, 2003) bestatigt worden. Die tierartlich vergleichende
Darstellung zur mengenmaRigen Organverteilung von PrP°¢ bei Schaf und Rind beschrieb
BOESEN (2005). Das Gehirn ist am PrP°reichsten; die anderen Organe enthalten
demgegeniiber 20 bis 50 mal weniger PrP® (MOUDJOU et al., 2001).

2.3.2 Mogliche Funktionen des PrP°

Aufgrund des Vorkommens von PrP¢ in allen untersuchten Mammalia (HARMEYER et al.,
1998) und der hohen Konservierung von Teilen des PrP° auch lber die Mammalia hinaus
(WOPFNER et al.,, 1999; RIVERA-MILLA, 2006), kann man auf eine grundlegende
physiologische Funktion des PrP°¢ schlieBen (WESTERGARD et al.,, 2007). Um diese
herauszufinden, werden verschiedene Wege begangen. Eine Strategie besteht darin, in vitro
Bindungspartner von PrP® zu finden. Andere Forschergruppen versuchen, die
physiologische Funktion des PrP® iiber den Phanotyp PrP-loser Tiere herauszufinden, die

durch Knock-out des prnp-Gens erzeugt wurden (prnp®°

-Tiere). Eine weitere Moglichkeit
liegt in der Beobachtung der zelltyp-spezifischen Expression des PrP® sowie in dessen

subzellularer Lokalisation in den einzelnen Zelltypen

BUELER et al. (1992) schufen die ersten prnp®°-Mause und konnten weder in ihrer
Entwicklung noch in ihrem Verhalten Auffalligkeiten entdecken. Bei weiteren Versuchen mit
prnp®°-Mausen lieBen sich jedoch subtile phenotypische Veranderungen beobachten wie
etwa in der Signallibertragung an den Synapsen (COLLINGE et al., 1994; MANSON et al.,
1995; MALLUCCI et al., 2002), den lonenflissen (COLLINGE et al., 1996; HERMS et al.,
2001), der Organisation der Nervenfasern (COLLING et al., 1997), im Schilaf-Wach-
Rhythmus (TOBLER et al., 1996; TOBLER et al., 1997) sowie im rdumlichen Lernen
(CRIADO et al., 2005). Diese geringflgigen neurobiologischen Abnormalitaten kénnten damit
zusammenhangen, dass PrP° Anteil an der Synapsenbildung und ihrer Funktion hat
(WESTERGARD et al., 2007). Dafiir spricht auch das Vorkommen von PrP® vor allem
entlang der Axone und in den prasynaptischen Endigungen (MOYA et al., 2000; LAINE et al.,

2001; SALES et al., 2002; MIRONOV JR. et al., 2003).
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Bei mannlichen prnp-Knock-out-Rindern (RICHT et al., 2007) konnten bei einer Vielzahl von
untersuchten Stoffwechselparametern im Vergleich zu einer Kontrollgruppe keine auffalligen
Unterschiede festgemacht werden. Da Prion-Protein-Knock-out-Tiere phanotypisch keine
gravierenden Veranderungen zeigen, kann ein Funktionsverlust von PrP° durch Prionen-
Erkrankungen nicht allein die Ursache fiir deren Krankheitsbild sein (RICHT et al., 2007;
WESTERGARD et al., 2007). Es werden aber ein Funktionsgewinn durch PrP%, der toxische
Auswirkungen hat, eine Kombination von Funktionsverlust und -gewinn sowie eine
funktionsverandernde Wirkung als molekulare Grundlage fir die Prionen-Erkrankungen
diskutiert (TATZELT & SCHATZL 2007; WESTERGARD et al., 2007).

Bislang ist die kupferbindende Eigenschaft der Oktarepeat-Sequenzen (BROWN et al., 1997;
STOCKEL et al, 1998; VILES et al., 1999) und zwei weiterer Stellen des PrP° (JONES et al.,
2005) belegt. Sie wird flir unterschiedliche Funktionen als physiologisch bedeutsam
angesehen (WECHSELBERGER et al., 2002; VASSALLO & HERMS, 2003; MILLHAUSER,
2007). So soll PrP° unter anderem als Rezeptor fir die zellulare Aufnahme und den Efflux
von Kupferionen dienen (PAULY & HARRIS, 1998; BROWN, 2001). Hierfur spricht eine
Korrelation zwischen Expressionslevel des PrP® und dem Kupfergehalt der entsprechenden
%°_Mausen nur 10 bzw. 50% dessen
von Wildtypmausen ausmachen (BROWN et al., 1997; HERMS et al., 1999), was von
anderen Autoren (KRETZSCHMAR et al., 2000; WAGGONER et al., 2000) jedoch nicht
nachvollzogen werden konnte und daher umstritten ist (WESTERGARD et al., 2007). Des
weiteren wirkt Kupfer auf die Konformationsstabilitat von PrP® (WADSWORTH et al., 1999;

WECHSELBERGER et al., 2002).

Zellen. So soll der Kupfergehalt in Hirngewebe von prnp

Seine membrangebundene Lage lieR vermuten, dass PrP° als Verbindungsglied von
Extrazellular- und Intrazellularraum in Signalketten dient (WECHSELBERGER et al., 2002).
Hierflr sprechen verschiedene Bindungspartner wie der Vorlaufer des Laminin-Rezeptors
und p66. PrP°¢ kénnte jedoch auch der Zelladhision dienen (WESTERGARD et al., 2007),
die Bindung an NCAMs (neural cell adhaesion molecules; SCHMITT-ULMS et al., 2001) ist

ein Indiz hierfir.

Ein weiterer Bindungspartner von PrP® ist BAX, ein pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2-
Familie, das eine Rolle in postmitotischen Neuronen des ZNS spielt. Durch Hemmung der
Bax-vermittelten Apoptose kdnnte PrP° auf verschiedenen Signalwegen zytoprotektiv wirken
(WESTERGARD et al., 2007). Dafur sprechen mehrere Versuche in Zellkultur, Hefen und

prnp”°-Mausen, in denen das zelluldre Prion Protein vor der apoptotischen Wirkung des BAX
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schutzen konnte (SHMERLING et al., 1998, KUWAHARA et al.,, 1999; ROUCOU &
LeBLANC, 2005; LI & HARRIS, 2005).

Von BROWN et al. (1999) wurde sowohl bei rekombinantem als auch bei
immunprézipitiertem PrP® der Maus eine der Superoxid-Dismutase &hnliche
kupferabhiangige Aktivitit des PrPC festgestellt. Sie soll die Zelle vor oxidativem Stress
schitzen. Dies wird kontrovers diskutiert (WECHSELBERGER et al., 2002; WESTERGARD
et al.,, 2007). Jedoch gibt es andere Argumentationslinien, die fir einen Schutz vor
oxidativem Stress durch PrP® sprechen. So kdnnte PrP° die Zelle indirekt schiitzen, indem
es die Aktivitdt von Enzymen, die freie Radikale detoxifizieren, erhéht. Auch kann oxidativer
Stress die Apoptoserate erhdhen, was durch PrP€ verhindert wird (MILHAVET & LEHMANN,

0/0

2002). Belegt ist, dass kultivierte Neuronen von prnp " -Mausen anfalliger gegenlber

Substanzen sind, die oxidativen Stress verursachen. Des Weiteren zeigen die Gehirne von
prnp®°-Mausen biochemische Veranderungen, die auf oxidativen Stress hinweisen

(WESTERGARD et al., 2007).

2.3.3 Ausbreitung von PrPS¢ im infizierten Organismus

Die Ausbreitung des pathogenen PrP ist bei den verschiedenen TSE-Erkrankungen nicht
identisch. Studien zu diesem Thema wurden vor allem mit experimentell infizierten
Labornagern durchgefiihrt. Je nach Infektionsroute ergab sich eine unterschiedliche
Beteiligung der verschiedenen Organe (BEEKES & McBRIDE, 2007). Im Folgenden soll
jedoch nur auf den peroralen Infektionsweg eingegangen werden, da die in dieser Arbeit
untersuchten Schafe peroral infiziert wurden und auch bei den BSE-Kihen (natirliche

Infektion) von einer oralen Infektion ausgegangen werden muss.

Als hauptsachlicher Aufnahmeort bei oraler Infektion mit Scrapie oder BSE wird das kaudale
Jejunum und das lleum angesehen (BEEKES & McBRIDE, 2007). Im Mausmodell zeigte
sich PrP™® (iber den gesamten Verdauungstrakt vom Magen bis zum Kolon hin (MAIGNIEN
et al., 1999) nur bei Scrapie-Infektion, nicht jedoch bei BSE. In M-Zellen (microfold cells)
wurde in vitro die Fahigkeit zur Transzytose von Scrapie-Prionen nachgewiesen (HEPPNER
et al., 2001). In vivo wurde nach dem Uberschreiten der Darmbarriere die Aufnahme von
PrP™* durch Darmmakrophagen (MAIGNIEN et al., 2005) und fiir dentritische Zellen (DC) die
Fahigkeit zur Aufnahme und zum Transport von PrP%® zu den Mesenteriallymphknoten
(HUANG et al., 2002) belegt. Es erfolgt die Ansammlung in mobilen und stationaren Zellen

des darmschleimhaut-assoziierten lymphatischen Gewebes (gut-associated lymphatic tissue
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(GALT); BEEKES & McBRIDE, 2007). Der erste Nachweisort von pathologischem PrP bei
experimentellen Infektionen von Mausen bzw. Hamstern mit Scrapie sind Peyersche Platten
und Mesenteriallymphknoten sowie gleichzeitig enterische Neuronen (KIMBERLIN &
WALKER, 1989; BEEKES & McBRIDE, 2000).

Nach der Aufnahme im Darm sammelt sich bei Scrapie das PrP%¢ in Teilen des
lymphoretikularen Systems (LRS) an. Es folgt die Neuroinvasion ins periphere Nervensystem
und der Aufstieg ins ZNS (KRETZSCHMAR et al., 2002; BEEKES & McBRIDE, 2007). So
fanden sich im praklinischen Stadium bei Tieren aus natirlich Scrapie-infizierter Schafherden
nur manchmal PrP°-Ablagerungen im Gehirn und zwar grundsatzlich weniger als im Magen-
Darm-Trakt (CAPLAZI et al., 2004). Dabei kam das PrP% sowohl im Lymphgewebe innerhalb
als auch auBerhalb des Magen-Darm-Traktes vor. Bei BSE im Rind ist die Ausbreitung des
PrP®® im LRS auf einen Teil der Tonsillen und des GALT beschrankt (AGUZZI et al., 2007;
BEEKES & McBRIDE, 2007; ESPINOSA et al., 2007). In den Peyerschen Platten des
distalen lleums fand es sich zumeist bei experimenteller Infektion (WELLS et al., 1998;
TERRY et al., 2003; BUSCHMANN & GROSCHUP, 2005; ESPINOSA et al., 2007) aber nur
bei einem naturlichen BSE-Fall (BUSCHMANN & GROSCHUP, 2005). Mit einem Rinder-
Bioassay konnte bislang in einem Fall in der Gaumenmandel eines oral infizierten Rindes in
der praklinischen Phase (WELLS et al., 2005) Prion-Infektiositat nachgewiesen werden. Bei
BSE im Schaf hingegen ist das LRS in groRem Umfang betroffen (JEFFREY et al., 2001;
FOSTER et al., 2001). So konnte PrPS® sowohl in Kopf- als auch in Kdérperlymphknoten

sowie in der Milz nachgewiesen werden.

Fur die Neuroinvasion finden sich in der Literatur fiir Scrapie verschiedene mdgliche Wege.
Zum einen vom enterischen Nervensystem (ENS) entlang der sympathischen Fasern der
Nervi splanchnici major et minor Uber das Ganglion coeliacum und Ganglion mesenterium
craniale ins thorakale Rickenmark. Zum anderen vom ENS entlang der parasympathischen
Fasern des Nervus vagus Uber das Ganglion nodosum ins Stammhirn (VAN KEULEN et al.,
1999; McBRIDE et al.,, 2001; BEEKES & McBRIDE, 2007). Vom Eintrittsort ins ZNS aus
kann die weitere Ausbreitung von PrP¢ sowohl in aufsteigende als auch in absteigende
Richtung erfolgen (BEEKES & McBRIDE, 2007). Beim ersten Weg kénnen vom thorakalen
Ruckenmark aus auch die Spinalganglien erreicht werden. Bei kinstlich mit BSE infizierten
Schafen konnte PrPS¢ im ENS, im N. vagus, seinem motorischen Kerngebiet sowie im
Ganglion coeliacum und in den Spinalganglien (JEFFREY et al., 2001; FOSTER et al., 2001)
nachgewiesen werden. Somit sind Teile von beiden fur Scrapie diskutierten Wege auch bei
BSE beim Schaf betroffen. Bei Fallen natiirlicher BSE im Rind lasst sich PrP% im Plexus

myentericus des distalen lleums, in den Spinalganglien und in den motorischen Wurzelzellen
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des N. vagus in der Medulla oblongata (SCHULZ-SCHAEFFER et al., 2000; IWATA et al.,
2006) detektieren. Aus einer BSE-Studie mit oraler Infektion von Rindern (HOFFMANN et al.,
2007) lieRen sich viele Argumente fur die oben genannten zwei Wege finden. Allerdings
konnte kein PrP®¢ im ENS nachgewiesen werden. Des Weiteren schienen die Spinalganglien
erst spater betroffen zu sein. Bei der in dieser Studie verwendeten hohen Infektionsdosis

wurde PrP5¢ bereits nach 24 Monaten im Stammhirn nachgewiesen.

Auf die Verteilung im ZNS soll hier nicht naher eingegangen werden. Sie unterscheidet sich
innerhalb der Prionen-Erkrankungen und ist zudem ein Unterscheidungskriterium der
verschiedenen Prionen-Stamme (AGUZZI et al., 2007). Die zentrifugale Ausbreitung vom
ZNS uber periphere Nerven wird als eine Erklarung vorgeschlagen, weshalb PrP%¢ seit
neuestem auch an peripheren Orten des Korpers wie z. B. den Muskeln nachgewiesen
wurde (BEEKES & McBRIDE, 2007). Hierfir spricht, dass bei zwei BSE-Kihen im
praklinischen Stadium PrP%° in Femoral- und Lumbarnerven (IWATA et al., 2006)
nachgewiesen wurde. Ob das PrP®¢ im Kniefaltenlymphknoten eines BSE-Schafes von der
Verbreitung Uber die Innervation oder aber einer hamatogenen Ausbreitung (siehe unten)
herrihrt, bleibt offen (FOSTER et al., 2001).

Im Muskelgewebe konnte PrPS¢ bei oral infizierten Hamstern nachgewiesen werden
(THOMZIG et al., 2003). ANDREOLETTI et al. (2004) fanden pathogenes PrP
(Immunhistochemie und Western-Blot) in der inneren Lenden-, Vorder- und
HintergliedmalRenmuskulatur von experimentell oder naturlich mit Scrapie infizierten
Schafen. Die Ablagerungen des PrP™ fanden sich hierbei an den Muskelspindeln. In der
Muskulatur von Kiihen mit BSE konnte in der Regel kein PrP5¢ nachgewiesen werden
(BUSCHMANN & GROSCHUP, 2005; ESPINOSA et al., 2007).

Die beschriebenen Phasen der Aufnahme im Darm, Ansammlung im LRS, Neuroinvasion,
Aufstieg zum und Verteilung im ZNS und zentrifugale Ausbreitung vom ZNS zu weiteren
peripheren Korperstellen sind bei den verschiedenen TSE-Erkrankungen zu beobachten. Sie
konnen sich teilweise auch lberschneiden (KRETZSCHMAR, 2002; BEEKES & McBRIDE,
2007). Alternativ wurde eine direkte Neuroinvasionsroute vom enterischen Nervensystem ins
ZNS bei Scrapie und BSE im Schaf beschrieben, die Ausbreitung im LRS entfallt hierbei
(KIMBERLIN & WALKER, 1989; VAN KEULEN et al., 1999; BEEKES & McBRIDE, 2000,
JEFFREY et al., 2001). Dass eine Phase im LRS fiur die Neuroinvasion nicht notwendig ist,
zeigten auch CROZET et al. (2007) bei intraperitonealer Infektion von transgenen Mausen,

die ovines Prion Protein nur in Neuronen exprimierten.
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Die Ausbreitung Uber Blut und Lymphe wird nach wie vor kontrovers diskutiert. BEEKES &
McBRIDE (2007) zufolge ist sie bei verschiedenen TSE fir die Infektion des Gehirns kein
relevanter Weg. Es gibt allerdings den Nachweis fir hamatogene Ubertragung bei Blut-
Transfusionen von natlrlich Scrapie-infizierten oder peroral mit BSE infizierten Schafe in
Schafe aus TSE-freien Herden (HOUSTON et al., 2000; HUNTER et al., 2002). AuRerdem
gibt es bei mehreren vCJD-Patienten (LLEWELYN et al., 2004; PEDEN et al.,, 2004)
Hinweise fiir eine iatrogene Ubertragung mittels Blut. Beim Weg vom ZNS in periphere
Kdrperregionen wird die hamatogene Ubertragung von einigen Autoren in Betracht gezogen
(FOSTER et al., 2001; BEEKES & McBRIDE, 2007).

2.3.4 Anatomie und Physiologie der Milchdriise und Nachweis von PrP€ in Milch

In Hinblick auf die Expression von PrP° soll im Folgenden vor allem auf histologische und
zytologische Aspekte des Drusenparenchyms und wegen einer potentiellen Konversion in
PrPS¢ auf die Versorgung des Euters mit Blut, sein Lymphsystem sowie seine Innervation

eingegangen werden.

Das Hohlraumsystem der Drise wird durch den Strichkanal, die Milchzisterne (Sinus
lactifer), die Milchgéange (Ductus lactiferi) und proximal den Drisenendsticken (Alveoli
glandulae mammariae) gebildet. Die Milchgange besitzen ein zweischichtiges Epithel
(MICHEL, 1979; MICHEL & SCHULZ, 1987). Es besteht aus einer basalen Schicht kleiner,
polymorpher Zellen und eine apikalen Schicht iso- bis hochprismatischer Zellen. Die
proximalen Wandepithelien sind noch zur Sekretion befahigt (LIEBICH, 2004). Samtliche
Milchgange sind aullen von einer Schicht myoepithelialer Zellen umgeben, die der
Milchejektion dienen (MAYER & KLEIN, 1961, LIEBICH, 2004). Die den Milchgangen
proximal folgenden Drisenendstiicke (Alveolen) sind verzweigt und zum Teil hintereinander
geschaltet. Ihr einschichtiges Epithel wird von den kubischen bis sdulenférmigen Laktozyten,
den milchproduzierenden Zellen, gebildet (NICKERSON, 1994). Die Laktozyten werden von
kontraktilen Korbzellen, den Myoepithelzellen, die die Funktion glatter Muskelzellen erfiillen
(LIEBICH, 2004), umspannt. Sie sind von einer diinnen Basalmembran, kollagenen und
elastischen Fasern, einem dichten Netz aus arteriellen und vendsen Blutkapillaren, die den
intensiven Stoffaustausch ermdglichen, und von Nerven umgeben (ZIEGLER & MOSIMANN,
1960; SCHAMS, 1983). Je nach Fillung der Alveolen ist das Epithel eher flach bei Druck
durch starke Milchfullung oder nimmt iso- bis hochprismatische Form wahrend der
Milchsynthese und -sekretion an (MAYER & KLEIN, 1961; NICKERSON, 1994).
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Sensibel innerviert sind vor allem die Haut der Zitzen und Gefalwande (GROSVENOR &
MENA, 1974). Die vegetative Innervation erfolgt Uber sympathische Fasern und versorgt
Korbzellen, glatte Muskelfasern und GefalRe. Die Drisenzellen selbst hingegen sind nicht
sympathisch innerviert, eine Darstellung der parasympathischen Innervation der Milchdrise
war bislang nicht méglich (HABERMEHL, 2005).

Die Lymphe aus der Milchdriise wird den regionaren Lymphknoten zugeleitet. Dies sind bei
den Wiederkauern die Lymphonodi (Lnn.) inguinalis superficiales seu mammarii
(HABERMEHL, 2005). Beim Schaf soll die Lymphe aus dem Euter auch direkt den Lnn.
iliofemoralis und den Lnn. iliaci mediales zuflieRen (BRAGULLA & KONIG, 2005).

Die Milchsynthese wird nur durch den hohen Blutdurchfluss des Euters von bis zu 600 Liter
Blut zur Produktion von einem Liter Milch (BRAGULLA & KONIG, 2005) méglich. In ihrer
Feinstruktur zeigen Laktozyten alle Merkmale stoffwechsel- und sekretionsaktiver Zellen.
Dazu gehért ein deutlich ausgepragter Golgi-Apparat sowie ein ebenso stark
raumeinnehmendes endoplasmatisches Retikulum (LIEBICH, 2004). An diesen
Zellorganellen laufen die wichtigen Stoffwechselprozesse zur Bildung einiger
Milchinhaltsstoffe ab. Diese werden zum einen mittels merokriner Sekretion (Exozytose; bei
Kaseinen) ins DrUsenlumen abgegeben (HOLLMANN, 1974; LIEBICH, 2004) oder aber
durch einen apokrinen Sekretionsmechanismus (Milchfett) ins Alveolarlumen freigesetzt
(LIEBICH, 2004; HABERMEHL, 2005). Andere Bestandteile der Milch, vor allem die
Elektrolyte gelangen Uber das Kapillarnetz an die Drisenepithelien und werden
transepithelial an die Milch abgegeben (LIEBICH, 2004).

Bis zu einer Woche post partum wird die Milch als Kolostrum (Biestmilch) bezeichnet.
Kolostrum ist besonders reich an Fett und Immunglobulinen. Zum Teil kbnnen Erythrozyten
im Kolostrum vorhanden sein und ihm eine rétliche Farbe verleihen (BRAGULLA & KONIG,
2005). Die Immunglobuline werden von Plasmazellen im Blut oder im interstitiellen
Bindegewebe gebildet und transepithelial an die Milch abgegeben (LIEBICH, 2004).

Die somatischen Zellen der Milch setzen sich aus verschiedenen Zellpopulationen
zusammen. Je nach Gesundheitsstatus, Laktationsstadium und Laktationsnummer finden
sich Makrophagen, Lymphozyten, neutrophile Granulozyten und Epithelzellen in
unterschiedlichen Mengenverhaltnissen (PAAPE et al., 1979; LEE et al., 1980; PAAPE et al,
1981; KURZHALS et al.,, 1985; WEVER & EMANUELSON, 1989; MILLER et al., 1991;
LABOHM et al., 1998; SCHROEDER, 2003).
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PrP konnte im Eutergewebe von Schafen (HORIUCHI et al., 1995; MOUDJOU et al., 2001)
und mittlerweile auch von Rindern (DIDIER et al., 2006) nachgewiesen werden. Auch in
Milch selbst wurde PrP® detektiert und zwar bei Schaf, Ziege, Rind und Mensch (BOESEN,
2005; FRANSCINI et al., 2006; MADDISON et al., 2007).

2.3.5 Bisherigere Untersuchungen zur Ubertragbarkeit von TSE durch Milch bzw.

Eutergewebe

Zur Ubertragbarkeit von Prionen-Erkrankungen via Milch und Eutergewebe gab und gibt es
zahlreiche Studien, die epidemiologischer sowie direkt experimenteller Natur sind. Hinzu
kommen verschiedene Ansatze PrPS¢ im Euter bzw. der Milch deskriptiv nachzuweisen, ohne

dabei Bioassays durchzufiihren.

Die alteren epidemiologischen Studien gehen auf WILESMITH & RYAN (1997a) zurick.
Aufgrund dessen wird das Risiko der maternalen Ubertragung auf ca. 10% geschatzt
(TYSHENKO, 2007). Der Begriff der maternalen Ubertragung wird haufig im
angelsachsischen Raum verwendet und wumfasst pra-, peri- und postnatale
Erregertbertragung vom Muttertier auf die Nachkommen (GROSCHUP et al., 2001). Es
werden durch diesen Begriff somit horizontale und vertikale Ubertragungswege im Rahmen
der Fortpflanzung und Geburt umfasst. Andere epidemiologische Studien ergaben keine
Hinweise fur eine maternale Ubertragung (WILESMITH & RYAN, 1997b; BRAUN et al.,
1998b; FATZER et al, 1998) und Milch erscheint als Infektionsquelle daher
unwahrscheinlich (WILESMITH & RYAN, 1997b). Ebenso wurde fiir die humanen TSE wie
vCJD und Kuru ermittelt, dass Babys, die von ihren TSE-kranken Mittern gestillt wurden,
nicht erkrankten (RIDLEY, 1995; BAKER & RIDLEY, 1996; GROSCHUP et al., 2001,
VETRUGNO, 2004). Dies spricht gegen Milch und Kolostrum als Infektionsquelle.

Tierexperimentelle Daten ergaben bislang ebenfalls, dass Milch kein geeignetes
Ubertragungsmedium darstellt. So konnten HADLOW et al. (1982) bei intracerebraler
Injektion von Eutergewebe und Kolostrum von Scrapie-infizierten Schafen in Mause keine
Infektiositdt nachweisen. Der Bericht Uber eine Frau mit sCJD, deren Kolostrum Mause
durch intracerebrale Ubertragung infiziert haben soll (TAMAI et al., 1992), konnte nicht
bestatigt werden und gilt als nicht relevant (TYSHENKO, 2007). Fur BSE wurden ebenfalls
verschiedene Maus-Bioassays durchgefuhrt. Durch die Verfutterung von ,Milchdrise plus
Milch“ oder supramammare Lymphknoten (MIDDLETON & BARLOW, 1993) von BSE-Kiihen
an Mause konnte die Krankheit nicht Ubertragen werden. TAYLOR et al. (1995)



Schrifttum 18

verabreichten verschiedenen Mausegruppen Milch von BSE-Kihen oral, intracerebral oder
intraperitoneal. Keine der Mause zeigte neurologische Symptome oder eine spongiforme
Enzephalopathie. Bioassays in der Maus sprechen somit gegen eine Infektiositat von Milch.
Allerdings ist aufgrund der Speziesbarriere zwischen Rind und Maus (WELLS et al., 1998;
TYSHENKO, 2007) weiterhin nicht vollig auszuschlieBen, dass durch Milch Prionen
Ubertragen werden. Allerdings konnten CASTILLA et al. (2005) in transgenen Mausen, die
bovines Prion Protein exprimierten (boTg-Mause) und denen Milch infizierter Muttertiere

intracerebral injiziert wurde, kein PrP™® nachweisen.

Bei den rein deskriptiv orientierten Studien zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse. In einer
Studie mit immunhistochemischer Methode konnte PrP%° im Driisenparenchym des Euters
von Scrapie-Schafen nicht nachgewiesen werden, allerdings regelmaig im
Euterlymphknoten (CAPLAZI et al., 2004). LIGIOS et al. (2005) dagegen propagieren das
Vorkommen von Scrapie Prionen in lymphoiden Strukturen des Euters bei gleichzeitig an
Scrapie und Mastitis erkrankten Schafen. Kein pathogenes Prion Protein konnte in den
somatischen Zellen von Milch und Kolostrum BSE-infizierter Kihe nachgewiesen werden
(EVEREST et al., 2006).

2.4 Nachweismaoglichkeiten fiir PrP

2.4.1 Immunchemische Tests in der Diagnostik

Mittlerweile gibt es sowohl fiir die TSE-Uberwachung beim Rind (Tab. 3) als auch bei den
kleinen Wiederkauern (Tab. 4) mehrere Schnelltests. Die Evaluierung und Zulassung bezieht
sich immer auf Probenmaterial aus der Obex-Region. Bei den meisten Tests handelt es sich
dabei um ElAs, es ist allerdings auch jeweils ein Western-Blot fur die Durchfiihrung von
Schnelltest (gemald Artikel 5 Absatz 3 und Artikel 6 Absatz 1 der Verordnung (EG) Nr.
999/2001) zugelassen. Reagiert eine Probe im Screening-Verfahren positiv, erfolgt die

Abklarung anhand der OIE-Bestatigungsmethoden (siehe Kapitel 2.2.2).
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Tabelle 3: Ubersicht (iber die derzeit in der Europaischen Union zugelassenen Schnelltests zur BSE-
Uberwachung bei Rindern (nach VO (EG) Nr. 253/2006 der Kommission vom 14. Februar 2006;
Zusatzinformationen nach GRUNDMANN & LUCKER, 2006)

Typ Bezeichnung Hersteller Ort Zulas
(Vertrieb) -sung
WB Prionics-Check WESTERN® Prionics A.G. Schweiz | 1999*
1A Prionics-Check PrioSTRIP® Prionics A.G. Schweiz | 2004*
EIA Enfer TSE Assay® Enfer Scientific Ltd Irland 1999
(Abbott Diagnostics)
Roche Applied Science Roche Diagnostics GmbH | Deutsch- | 1999*
PrionScreen® (R-Biopharm) land
Prionics-Check LIA-® Prionics A.G. Schweiz | 2002*
Beckman Coulter InPro CDI kit® InPro Biotechnology USA 2002
(konformationsabhangiger
Immunoassay)
Institut Pourquier Speed’it BSE® Institut Pourquier Frank- 2004
reich
Enfer TSE Kit version 2.0® Enfer Scientific Ltd Irland 2004*
(automatisierte Probenvorbereitung) (Abbott Diagnostics)
CediTect BSE Test® CEDI Diagnostics Nieder- 2004
lande
IDEXX HerdChek BSE Antigen Test | IDEXX Laboratories Inc. USA 2004~
Kit®, EIA
Bio-Rad TeSeE®-Test Commissariat & [I'Energie | Frank- 2004~
(Sandwich-Immunoassay) Atomique reich
(BioRad)
Roboscreen Beta Prion BSE EIA® | AJ Roboscreen GmbH Deutsch- |2004*
Test Kit land
Fujirebio FRELISA BSE post mortem | Fujirebio Japan 2005
rapid BSE Test®
WB = Western-Blot
IA = Immunchromatographischer Assay (Seitenstrom-Immunoassay)

EIA = Enzymimmuno-Assay
* = darf in Deutschland eingesetzt werden (FLI, 2007)
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die derzeit in der Europaischen Union zugelassenen Schnelltests zur TSE-
Uberwachung bei Schafen und Ziegen (nach VO (EG) Nr. 253/2006 der Kommission vom 14. Februar

2006)
Typ |Bezeichnung Hersteller Ort Zulas
(Vertrieb) -sung
WB | Prionics-Check WESTERN SR® Prionics A.G. Schweiz | 2005
EIA | Beckman Coulter InPro CDI kit® InPro Biotechnology USA 2005
(konformationsabhangiger
Immunoassay)
Enfer TSE Kit version 2.0® |Enfer Scientific Ltd Irland 2005
(automatisierte Probenvorbereitung) | (Abbott Diagnostics)
POURQUIER’S-LIA Scrapie® Institut Pourquier Frank- 2006
reich
IDEXX HerdChek BSE-Scrapie- | IDEXX Laboratories Inc. USA 2006*
Antigen-Testkit®, EIA
Bio-Rad TeSeE®-Test Commissariat & ['Energie 2005
(Sandwich-Immunoassay) Atomique
(BioRad)
Prionics-Check LIA Small | Prionics A.G. Schweiz | 2005
Ruminants®
WB = Western-Blot
EIA = Enzymimmuno-Assay
* = darf in Deutschland eingesetzt werden (FLI, 2007)

Da EIAs zumeist das Kriterium der Schnelligkeit (in der Regel innerhalb von vier bis acht
Stunden durchflhrbar) besser erfullen, wird ihnen im Screening-Bereich der Vorrang
eingerdumt. Fir weitergehende Interpretationen hingegen eignen sich oftmals Western-Blots
besser, da sie weitere Aussagemoglichkeiten (s. 2.1.1) bieten, z. B. Uber die

Bandenintensitat der verschiedenen Glykoformen.

2.4.2 Histopathologie und Immunhistochemie

Bei der immunhistochemischen Untersuchung wird PrP® bzw. PrP%¢ in Gewebeschnitten
durch eine Immunreaktion mit Antikorpern nachgewiesen. Ob pathogenes oder zellulares
Prion Protein nachgewiesen wird, hangt davon ab, wie das Gewebe vorbehandelt wird. So
wird beispielsweise in einer von O'ROURKE et al. (1998) entwickelten Methode das Gewebe
erst bei 121°C in A. dest. autoklaviert und dann PrP%¢ mit mAK F89/160.1.5 in den
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entsprechenden Gewebeschnitten nachgewiesen. Dies ist z. B. eine Technik fur Antikorper,
die gegen lineare Sequenzen des Prion Proteins gerichtet sind und ohne eine spezielle
Vorbehandlung des zu untersuchenden Gewebes nicht zwischen PrP® und PrPs°

unterscheiden kdonnen.

Der Vorteil der Immunhistochemie gegeniiber Western-Blot und EIA ist, dass das PrP® oder

PrP%¢ im natiirlichen Gewebekontext sichtbar wird und somit genau lokalisiert werden kann.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien und Gerate

3.1.1 Chemikalien und Biochemika

6-Aminohexanoic acid (e-Amino-n-
Capronsaure)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Casein

Coomassie-Tabletten

PhastGel® Blue R

Citronensaure-Monohydrat

D(+) Glucose-Monohydrat
Essigsaure 100% (Eisessig)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
ExtrAvidin-HRP

Fetales Kalberserum

Glycerin etwa 87% (Glycerol reinst)
Guanidin-Thiocyanat (Guanidin-SCN)
Igepal CA-630

Isopropanol (2-Propanol)

Kalilauge
Kaliumdihydrogenphosphat

Lipase aus Candida rugosa
2-Mercaptoethanol

Methanol
y-Morpholino-popansulfonsdure (MOPS)
Natriumchlorid
Natriumduodecylsulfat (SDS)
Natriumphosphat, dibasisch
Natronlauge, 1 mol/l

Phenol/ Chloroform/ Isoamyl Alkohol
(25:24:1, [viV])

Proteinase K, aus Titrachium album,
42 units/mg solid

Salzsaure, 5 moll/l

Schwefelsdure 95-97%

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, A-2504)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, A-7030)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, C-8654)

(Amersham Pharmacia Biotech, 17-0518-
01)

(Riedel-de Haén, 33114)

(Merck, 1.08342.1000)

(Merck, 1.00058)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, E-5134)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, E-2886)
(Biochrom AG, S-0115)

(Merck, 1.04091.1000)

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, G-9277)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 1-3021)
(Riedel-de Haén, 59310)

(Riedel-de Haén, 35113)

(Riedel-de Haén, 30407)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, L1754-5G)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M-6250)
(Riedel-de-Haén, 32213)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M-1254)
(Riedel-de Haén, 31434)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, L-4590)
(Riedel-de Haén, 30427)

(Roth, K021.1)

(Invitrogen,15593-031)
(Sigma, P 2308)

(Merck, 1.09911.0001)
(Riedel-de Haén, 30743)
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3,3’,5,5" Tetramethylbenzidin

Tris (Trizma Base)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, T-2885)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, T-1503)
Riedel-de Haén, 63158)

Merck, 8597)

Tween 20

(
(
(
(

Wasserstoffperoxid 30%

3.1.2 Immunreagenzien

mAK P4 (r-Biopharm, R8007)

mAK V5B2 (r-Biopharm, R8009)

mAK L42 (r-Biopharm, R8005)

mAK 6H4 (Prionics, 01-010)

Kaninchen anti Maus-

Immunglobulin/HRP (DakoCytomation Denmark, P0161)

3.1.3 Losungen und Puffer

Mehrfach verwendete Lésungen und Puffer
Phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS):
0,01 mol/l Phosphatpuffer (pH 7,3) mit Zusatz von 0,12 mol/l NaCl

PK-Stammldsung:
5 mg/ml PK in PBS; pH 7,8

Herstellung der Gewebehomogenate
Extraktionslésung:

PBS mit Zusatz von 3% [w/v] Glucose

Rahmaufarbeitung

Lipase Stammldsung :
10.000U/ml in 0,1 molarem Tris-HCL-Puffer pH 7,8) jeweils am Tag des Lipasever-
daus frisch angesetzt)

Lipase-Gebrauchslosung A (100U/ml):
Stammlésung 1:100 verdunnt

Lipase-Gebrauchslosung B (200U/ml):

Stammlésung 1: 50 verdinnt
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Proteinfallung:

90% Isopropanol-Lésung bzw. 5mM EDTA/90% Isopropanol-Lésung.

Zitronensaurelésung:

9,14 mmol/l Zitronensaure mit Zusatz von 137,0 mmol/l NaCl (pH 7)

Enzymimmunoassay
Absattigungslésung:
Waschldsung:
Probenverdinnungspuffer:
Modifizierter Phosphatpuffer:

Trisgepufferte Kochsalzloung (TBS):

Antikorperpuffer:

Modifizierter Citratpuffer:

Tetramethylbenzidinlésung:

Substrat / Chromogenldsung
nach GALLATI & PRACHT (1985):

Stopp- Reagenz:

Western-Blot
SDS-Puffer:

3% [v/v] Fetales Kalberserum/PBS-Losung
0,15 mol/l NaCl-Lésung mit Zusatz von
0,025% [v/v] Tween 20

1% [w/v] BSA/PBS

Phosphatpuffer (0,01 mol/l, pH 7,6 mit Zusatz
von 138 mmol/l NaCl, 2,68 mmol/l KCI und
0,05 % [v/v] Tween 20

10 mmol/l Tris/HCI (pH 7,4) mit Zusatz von
150 mmol/l NaCl

modifizierter Phosphatpuffer mit Zusatz von
5% [v/v] fetalem Kalberserum und 5% [v/v]
TBS

Citratpuffer (0,21 mol/l; pH 3,9) mit Zusatz
von 3,15 mol/l H,O,

1 mmol/3,3’,5,5 — Tetramethylbenzidin in 5

ml Aceton und 45ml Methanol

20 Teile modifizierter Citratpuffer und 1 Tell
Tetramethylbenzidinlésung
1 mol/l H,SO4 in A. dest.

0,03 mol/l Tris/HCI, pH 8,0, mit Zusatz von 3mmol/l EDTA und 7,5 % SDS
SDS- Probenpuffer: Volumenverhaltnis fir 15 pl Proteinlysat
7,5 yl SDS-Puffer, 7,0 yl XT Sample Buffer, 1,5 pl XT Reducing Agent.

MOPS-Laufpuffer SDS-PAGE:

0,05 mol/l MOPS, 0,05 mol/l Trizma; 3,47 mmol/l SDS sowie 0,62 mmol/l

EDTA

Puffer fur Western-Transfer:

Anodenldsung I: 307,0 mmol/l Tris mit 20 % [v/v] Methanol in A. dest.
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Anodenldsung I
Kathodenldsung:
in A. dest.

Absattigung der Membran (auch als Verdlinnungs-L&sung fiir Antikdrper verwendet):

24,93 mmol/l Tris mit 20 % [v/v] Methanol in A. dest.

39,95 mmol/l e-Amino-n-Capronsaure mit 20 % [v/v] Methanol

3% [w/v] Casein-PBS mit 0,025 % [v/v] Tween 20

PBS-Tween-Waschlésung:
PBS mit 0,025% [v/v] Tween 20

Coomassie-Fédrbung

Coomassie-Stammldsung:

1 Coomassie-Tablette PhastGel® Blue R mit 60% [v/v] Methanol in A. dest.

Coomassie-Farbeldsung:

Coomassie-Stammlésung mit Zusatz von 10 % Eisessig

Entfarber:

10 % [v/v] Eisessig mit 30 % [v/v] Methanol in A. dest.

Fixierldsung:

5 % [v/v] Glycerol mit 10 % [v/v] Eisessig in A. dest.

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Fiir die Gewebeprobenentnahme am Schlachthof:

Cellstar PP-Test tubes 50 ml
Skalpellgriff Gr. 3
Skalpellklingen 40 mm, Fig.10
Chirurgische Pinzette 14,5 cm

Herstellung der Gewebehomogenate:

Lysing Matrix D

BSE-Spritze zur Probenentnahme

BSE-Spritze fur den kalibrierten Probentransfer
BSE-Nadel fur den kalibrierten Probentransfer

Kryoréhrchen 1,8 ml

Milchaufarbeitung:
Cellstar PP-Test tubes 50 ml
Safe-Lock-Tubes 1,5 ml

(Greiner bio-one, 210261)
(Plazotta, 5690)

(Zefa, 3351180640)
(Plazotta, 9960)

(Q-Biogene, 6913-100)
(BIO-RAD, 355-1121)
(BIO-RAD, 355-1123)
(BIO-RAD, 355-1124)
(Nunc, 377267)

(Greiner bio-one, 210261)
(Eppendorf, 0030120.086)
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Safe-Lock-Tubes 2 ml
Wattestabchen

Rahmaufarbeitung:
Pasteur-Pipetten aus Polyethylen
Ruhrspatel 120mm
PP-Rohrchen, steril, 15ml

Enzymimmnunoassay:

Mikrotiterplatten F8 MaxiSorp loose
Mikrotiterplatten F96 MaxiSorp loose
12-Kanalpipette research variabel 30-300pul
Pipette Reference variabel 100-100ul, 10-100ul
Pipette Research variabel 0,5-10ul
PS-Rohrchen, 12 ml

Papierhandticher Cilan krepp

Western-Blot:

XT Sample Buffer, 4x

XT Reducing Agent, 20x

Tricine Sample Buffer

10x Tris/ Tricine/SDS-Puffer

Criterion™ XT Precast Gel, 12% Bis-Tris, 30l
Criterion™ Precast Gel, 16% Tris-Tricine/Peptide
SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Standard
Immobilon™ —P PVDF Transfer Membran
Immobilon™ —PSQ PVDF Transfer Membran

Electrode Paper

3.1.5 Gerate
Milchaufarbeitung
Kihizentrifuge Varifuge 3.0R
Biofuge pico

Uberkopfschittler ,Intelli-Mixer*

(Eppendorf, 0030120.094)
(neolLab, 2-1017)

(neoLab, 1-6157)
(Sarstedt, 81970)
(Greiner bio-one, 188261)

(Nunc, 469949)

(Nunc, 068705)
(Eppendorf)

(Eppendorf)

(Eppendorf)

(Greiner bio-one, 160101)
(Contreda-papier GmbH,
22716-000)

(BIO-RAD, 161-0791)
(BIO-RAD, 161-0792)
(BIO-RAD, 161-0739)
(BIO-RAD, 161-0744)
(BIO-RAD, 345-0118)
(BIO-RAD, 345-0063)
(Invitrogen, LC5925)
(Millipore, IPVH304FO0)
(Millipore, ISEQ26260)

(GE Healthcare, 80-1106-19)

(Kendro, Langenselbold)
(Kendro, Langenselbold)

(neoLab, Heidelberg)
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Herstellung der Homogenate
Tischwaage BL150S
RiboLyser

Rahmaufarbeitung
Tischwaage BL150S

Reagenzrohrschittler “Press-to-mix 34524”

Thermomixer Comfort

Biofuge pico

Enzymimmunoassay

Reagenzrohrschuttler “Press-to-mix 34524

Taumler Reax 3

Biofuge pico

Kihizentrifuge Varifuge 3.0R
ELISA-Reader Sunrise

Western-Blot

Heizblock mit Magnetrihrer
Biofuge pico

Kammer fur SDS-PAGE:
Spannungsgeber fir SDS-PAGE:
Blotting-Kammer:

Spannungsgeber fir Blotting:

Bilddokumentation:

(Sartorius, Gottingen)
(Hybaid, Ashford)

(Sartorius, Gottingen)
(Snijders, Tilburg)
(Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)

(Kendro, Langenselbold)

(Snijders, Tilburg)
(Heidolph, Schwabach)
(Kendro, Langenselbold)
(Kendro, Langenselbold)

(Tecan, Crailsheim)

(Omnilab, Bremen)

(Kendro, Langenselbold)

Criterion (BIO-RAD)

Power Pac HC™ (BIO-RAD)

2117 Multiphor (LKB Bromma)
Electrophoresis Power Supply EPS
3500XL (Pharmacia Biotech)

Kodak Image Station (biostep)



Material und Methoden

29

3.2 Milch- und Euterwebeproben

3.2.1 Proben klinisch gesunder Tiere

Fir die tierartvergleichende Untersuchung auf PrP° standen die in Tab. 5 aufgelisteten

Materialien zur Verfigung.

Tabelle 5:

Proben klinisch gesunder Tiere

Tierart Herkunft Tierzahl Material
Eutergewebe Milch
Rind Betrieb 1 10 10 0
Betrieb 2 5 0 Vollmilch von 2 Abnahmen
Schaf Betrieb 3 11 11 0
Betrieb 4 8 0 Vollmilch von 2 Abnahmen
Betrieb 4 1 0 1x wochentlich Abnahme
Uber die gesamte
Laktationsperiode
Ziege Betrieb 5 insges. 21 13 21
davon 12 12 12
und 8 0 8
und 1 1 0

Ein Teil der Tiere aus Betrieb 1 und deren Daten sind identisch mit Tieren, die fir die
Publikation von DIDIER et al. (2006) in Western-Blot und EIA untersucht wurden. Diese

Daten wurden zum besseren Vergleich in die vorliegende Arbeit mitaufgenommen.
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3.2.2. Proben TSE-infizierter Tiere

In Tab. 6 sind die Proben von BSE-Rindern, in Tab. 7 die Proben der BSE bzw. Scrapie
infizierten Schafe aufgelistet.

Tabelle 6: Proben von BSE-Rindern:

Tierart Kategorie Proben- Tier- Material
anzahl zahl Euter Milch
(ges.) Gewebe Volimilch Magermilch
Rind BSE (VLA) 6 3 3 0 3
BSE (FLI) 1 1 0 1* 0

* milchartiges Sekret

Tabelle 7: Proben von TSE-infizierten Schafen

Material Kategorie nur Kolostrum nur Gesamtproben-
Kolostrum und Vollmilch zahl Milch
Vollmilch
Tierzahl
70 Schafe BSE 6 je 47 17 117
14 Schafe Scrapie 9 je?2 1 14

Die sechs Proben vom Rind stammten von BSE-positiv getesteten, klinisch erkrankten
Kihen aus dem Archiv der Veterinary Laboratories Agency (VLA, Weybridge, England) und
wurden unserem Institut dankenswerterweise zugeteilt. Zusatzlich schickte das Friedrich-
Loffler-Institut (FLI), das Bundesforschungsinstitut fur Tiergesundheit auf der Insel Riems,
das milchartige Sekret einer Farse, das wie Milch aufgearbeitet wurde. Samtliche
Milchproben vom Schaf wurden dankenswerterweise von Dr. S. Bellworthy, VLA, zur

Verfligung gestellt. Sie stammten von kiinstlich mit BSE bzw. Scrapie infizierten Tieren.

3.2.3 Kontrollmaterial fiir Western-Blot und EIA

Als Positivkontrolle fiir den Nachweis von PrP® stand Stammhirngewebe gesunder Tiere der

Spezies Rind, Schaf und Ziege aus den ortlichen Schlachthéfen zur Verfligung.

Die Medulla oblongata eines an Scrapie erkrankten Schafes und eines an BSE erkrankten
Rindes dienten als Positivkontrollen fiir den Nachweis von PrP™°. Beide wurden

freundlicherweise von Prof. M. Groschup, FLI zur Verfugung gestellt.
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Als Negativkontrolle fur die Rahmaufarbeitung und den EIA bzw. Western-Blot im Anschluss

diente gepoolte Milch bzw. gepooltes Kolostrum von finf gesunden Schafen.

3.3 Fiir die immunchemischen Methoden verwendete Antikoper

Zum besseren Verstandnis soll an dieser Stelle auf die Epitope der verwendeten
spezifischen Antikdrper (Abb. 3) eingegangen werden. Der monoklonale Antikdrper (mAKk)
P4 sowie mAk ICSM 35 binden N-terminal, zum Ende der Oktarepeats. V5B2 hingegen hat
sein Epitop sehr weit C-terminal. L42, 6H4, ICSM 18 und 12F10 treten mit einer

Aminosauresequenz der globularen Struktur in der Mitte des Proteins in Wechselwirkung.

Beim Sandwich-EIA wurde die Detektion mit P4 (HARMEYER et al., 1998) und V5B2
(SERBEC et al., 2003) durchgefiihrt. Fiir die Detektion im Western-Blot wurde P4
verwendet. Zum Vergleich wurden auch einige Western-Blots mit 6H4 (KORTH et al., 1997)
oder L42 (HARMEYER et al., 1998) durchgeflihrt. Die immunhistochemischen
Untersuchungen erfolgten bei den gesunden Tieren mit L42 bzw. P4. Bei den TSE-
infizierten Tieren wurde mAk 12F10 flur die Immunhistochemie verwendet. Der
PrionScreen® beinhaltet die mAk ICSM 18 und ICSM 35.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90
| I | | | | | | | »
Schaf MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGG-~~~~—~= GWGQPH
Ziege MVKSHIGSWILVLEFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGG-~~~~~~~ GWGQPH(

Rind MVKSHIGSWILVLEVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQOGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGOPHGGGWGQPHGGGWGQPH(
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| | | | | | |
Schaf WNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRBIE \ VYYRPVDQYSNQNNEVHDCVNITVKQHTV
Ziege WGQGGSHSQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPL THFGNDYEDRY YRENMYRY PNQVY YRPVDQYSNONNFVHDCYNT TVKQHTY
Rind  HEQEGTHEOWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMS I e I ¥ ¢ R PV DO Y SNONNFVHDCYN I TVKEHTY
ICSM 35 mAK P4 CSM 18  12F10 mAK 6H4 mAK L42
210 220 230 240 250 260

I | | | |
QRGASVILFSSPPVILLISFLIFLIVG

QRGASVILFSSPPVILLISFLIFLIVG
QRGASVILEFSSPPVILLISFLIFLIVG
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Abbildung 3: Aminos3uresequenzen des PrP° der drei Wiederkauerspezies Schaf (nach BELT et al., 1996; 256 Aminos&uren), Ziege (nach WOPFNER et al.,
1999; 256 Aminosauresequenzen) und Rind (nach HILLS et al, 2001; 264 Aminosauren). Die Nummerierung bezieht sich auf die Rindersequenz.
Aminosauredifferenzen zwischen den einzelnen Arten wurden durch fett gedruckte Buchstaben hervorgehoben. Ebenfalls derart markiert wurde Aminosaure 143
der Ziege (entspricht Position 151 in der Abbildung), da bei anderen Autoren (VACCARI et al., 2002; WU et al., 2004) Arginin anstatt Histidin fiir diese Stelle
angegeben wird. Die Epitope, die von den in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikérpern (mAk) erkannt werden, wurden farbig unterlegt und mit dem

Namen des jeweiligen mAk versehen.
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3.4 Methoden

Bei den im Folgenden beschriebenen Methoden wurde in einem L3** Labor gearbeitet. Die
Dekontamination aller Verbrauchmaterialien erfolgte gemal den EU- bzw. den nationalen

Richtlinien.

3.4.1 Herstellung der Homogenate aus Hirn- und Eutergewebe

Vor der Homogenisierung wurden die verschiedenen Gewebe mit Hilfe einer Skalpellklinge
zerkleinert. Jeweils 400 mg Gewebe wurden in Lysing Matrix D-Réhrchen eingewogen und
mit 1,2 ml Extraktionslésung versetzt. Dann erfolgte die Homogenisierung im Ribolyser flir 45
sec bei 6,5 m/sec. Mit Hilfe einer Spritzen-Nadel-Kombination fiir den kalibrierten Proben-
Transfer wurde das Homogenat zur Weiterverarbeitung in Kryotubes bzw. 2 ml-Eppendorf-
Reaktionsgefalle Uberfihrt und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Bei dieser
Aufarbeitung (400 mg/1,2 ml Glucose-PBS) wurde das Homogenat 1:4 verdinnt. Alternativ
wurden auch 200 mg Gewebe in 1,1 ml Glucose/PBS homogenisiert. Hierbei betrug die

Verdlnnung 1: 6,5.

Derart gewonnene Euterproben wurden bei gesunden Tiere stets direkt in EIA bzw. WB
eingesetzt. Bei den Euterproben der BSE-Kuhe hingegen wurden folgende Variationen fur

den Einsatz im Western-Blot zubereitet:

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Aufarbeitungsvarianten von Eutergewebe

Variante Aufarbeitung

al) Euterhomogenat 400mg/1,2 ml Glucose-PBS ohne PK

a2) Euterhomogenat 400mg/1,2 ml Glucose-PBS + 2,5 ug/ml PK

b) 100 pl @) mit 0,1 [v/v] SDS und 0,1 % [v/v] Igepal versetzt + 2,5 ug/ml PK
c) 100 pl @) + 2,5 yg/ml PK, auf 1 mol/l Guanidin-Isothiocyanat eingestellt

Der PK-Verdau erfolgte fir 30 min bei 42 °C. Danach wurde c) auf 1 mol/l Guanidin-

Isothiocyanat eingestellt. Alle Proben wurden anschlieRend 5 min im Wasserbad gekocht.
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3.4.2 Milchaufarbeitung

Fraktionierte Gewinnung von Rahm, Magermilch und Molke:

Zur Aufarbeitung mithilfe einer differentiellen Zentrifugation wurden 100 ml Vollmilch
eingesetzt. Diese wurde in einem ersten Schritt bei 1800 x g 30 min bei 4 °C zentrifugiert.
Die dadurch erhaltene Rahmschicht wurde abgeschopft und bis zur weiteren Bearbeitung
separat gelagert, ebenso die Magermilch. Anschlieliend wurden die pelletierten somatischen
Zellen der Milch weiter aufgearbeitet. Ein Aliquot von jeder Milchfraktion wurde als

Ruckstellprobe aufbewahrt.

Aufarbeitung der somatischen Zellen der Milch:

Die Milchzellen wurden in PBS suspendiert und dreimal gewaschen, wobei die jeweilige

Zentrifugation bei 480 x g fur 15 min bei 4 °C erfolgte. Nach dem letzten

Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 60 yl PBS aufgenommen. Das suspendierte Pellet

wurde wie folgt aufgeteilt:

- 15 pl Zellsuspension wurden mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 200 ul gebracht
und so eingefroren. Fir den Einsatz im EIA mussten die Zellen direkt vorher durch
dreimaliges Frieren (je 10 min in flissigem Stickstoff) und anschlieBendes Auftauen
zur Ruptur gebracht werden

- 15 ul flr den Einsatz im WB; die Zellsuspension wurde gleich anschlieRend im SDS-
Probenpuffer (s. 3.1.3) gekocht und bei -20 °C bis zum Einsatz aufbewahrt

- 30 ul als Riickstellprobe

Bei den Milchproben von infizierten Tieren konnten keine somatischen Milchzelllen

gewonnen werden, da die Proben gefroren geliefert wurden. Durch den Auftauprozess

rupturierten die Zellen und waren einer Gewinnung nicht mehr zuganglich.

Molkefallung:

Der pH-Wert der Magermilch wurde mit 2 M Salzsaure auf pH 3-4 eingestellt, die Magermilch
10 min in einem Uberkopfschiittler inkubiert und anschlieRend 20 min bei 4 °C und 2500 x g
zentrifugiert. Die Molke wurde abgenommen. War die Molke noch triib oder hatte sich kein
Kasein abgesetzt, wurde erneut HCI zugegeben und zentrifugiert. SchlieBlich wurde die

gewonnene Molke mit 1 M Natronlauge neutralisiert und eingefroren.

Kaseinaufarbeitung:
Das aus der Molkefallung resultierende Kasein wurde im frischen Zustand zu 16sen versucht
und neutralisiert. Dazu wurde das aus 2 ml Magermilch vom Schaf gewonnene Kasein mit

folgenden Substanzen versetzt:



Material und Methoden

Tabelle 9: Lésung und Neutralisation von Kasein

Losungsmittel

Menge

Neutralisation mit

weitere Zugaben

PBS

1000 pl

20 yl NaOH, 1 molar

PBS 500 pl 20 yl NaOH, 1 molar
PBS 100ul 20 yl NaOH, 1 molar + 400ul PBS
Harnstoff, 1 molar 500 pl 20 yl NaOH, 1 molar
Harnstoff, 3 molar 500 pl 20 yl NaOH, 1 molar
Harnstoff, 5 molar 500 pl 20 yl NaOH, 1 molar

3.4.3 Etablierung eines Protokolls zur Rahmaufarbeitung

Fir die Rahmaufarbeitung wurde die von BASTIAN et al. (2005) publizierte Methode im
Hinblick auf die Anspriche der hier untersuchten Probenmatrices modifiziert. Zur
Methodenetablierung wurden verschiedene Varianten ausprobiert, die zur Ubersicht in Abb.

4 dargestellt sind. Die Moglichkeiten der weiteren Verarbeitung und des Einsatzes in den

verschiedenen Nachweismethoden zeigt dann Abb. 5.

Lipaseverdau

|

mit Phenol/Chlororform/lsomalyalkohol

Phasentrennung

v v
organische organische
und Interphase Phase

| |

Zentrifugation

Abbildung 4: Methodenetablierung zur Rahmaufarbeitung
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Abbildung 5: Weiterverarbeitung des Proteinpellets aus Rahm und Einsatz in den verschiedenen
Nachweismethoden

Im Folgenden wird zunachst das letztlich zur Untersuchung der Proben verwendete Protokoll
beschrieben und anschlieBend auf die Varianten (Abb. 4 bzw. 5) eingegangen. Jeweils 250
mg Rahm wurden eingewogen und mit 500 pl der Lipase-Gebrauchslésung A (entspricht 50
IU) versetzt. Die Inkubation erfolgte fir 50 min bei 37 °C. Danach wurden 220 pl
Phenol/Choroform/Isoamylalkohol im Verhaltnis 25:24:1 zugegeben. Die Probe wurde
gevortext und anschlie®end fir 20 min bei 12.280 x g zentrifugiert. Dadurch erfolgte eine
Phasentrennung in eine obere wassrige Phase, eine Interphase und eine untere organische
Phase. Die wassrige Phase wurde verworfen. Inter- und organische Phase wurden gut
gemischt und mit der funffachen Menge 90 % Isopropanol versetzt. Nach zehnminutiger
Inkubation auf Eis erfolgte erneut ein Zentrifugationsschritt (20 min, 12.280 x g). Der

Uberstand wurde verworfen, das Pellet 10 bis 15 min getrocknet.

Alle Proteinpellets wurden bis zur Analyse bei -80 °C aufbewahrt. Es erfolgte der direkte
Einsatz im PrionScreen®-EIA, der den PK-Verdau beinhaltet (s. 3.4.9) und die Analyse eines
Aliquots aus der Digestionsplatte des PrionScreen® im hauseigenen Western-Blot
(Abb. 5).
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Wahrend der Methodenetablierung wurde versucht, nur mit der organischen Phase
weiterzuarbeiten. Diese Vorgehensweise entspricht dem Protokoll nach BASTIAN et al.
(2005). Auch wurde der Einsatz von 5 mmol EDTA in 90% Isopropanollésung zur
Proteinfallung (Abb. 4) oder die Zugabe von 20 mM EDTA zum geldsten Pellet nach dem
PK-Verdau und vor Inaktivierung der PK (Abb. 5) zur Optimierung der Ldslichkeit bzw. der
Detektion getestet. Des Weiteren kam das Proteinpellet gelést zum Einsatz in den
hauseigenen Western-Blot oder auf die Detektionsplatte des PrionScreen®. Dazu wurde es
entweder in 220 uyl PBS oder alternativ zur Verbesserung der Loéslichkeit in 220 ul
Citratlésung (pH 7,0) oder in 220 pl 1% Igepal/PBS geldst. Letztlich erwies sich jedoch die

direkte mechanische Homogenisierung des Proteinpellets im PrionScreen® als notwendig.

3.4.4 Verdau mit Proteinase K

Fuir den Einsatz von Molke im Sandwich-EIA oder im PrionScreen®-EIA wurde ein
Probenaquivalent direkt nach der Fallung mit 2,5 pg/pl PK bei 37°C fir 40 min inkubiert und
diese durch funfminitiges Erhitzen auf 100°C inaktiviert. Ein anderes Probenaquivalent blieb
unverdaut. Fur den Einsatz im Western-Blot wurde nach der PK-Inkubation noch die
entsprechenden Mengen SDS-Probenpuffer (s. 3.1.3) zugegeben und die PK durch

funfminGtiges Kochen inaktiviert.

Das Pellet aus der Rahmaufarbeitung wurde in 220 pl der unterschiedlichen Lésungspuffer
geldst (s. 3.4.3) und fur den Verdau mit Proteinase K je 100 yl der Lésung in zwei neue
Reaktionsgefalie Uberflihrt. Der eine Teil wurde unverdaut belassen, der andere mit 5 pl PK-
Stammldsung (entspricht 2,5 ug/upl) versetzt. Beide wurden 40 min bei 37°C inkubiert,

anschlieftend funf Minuten im Wasserbad gekocht und bei -80 °C aufbewahrt.

3.4.5 Modifikationen der Aufarbeitung von Molke fur den Einsatz im Western-Blot

Fur hochviskdse und fetthaltige Molkeproben aus Kolostralmilch wurde die Probenaufar-
beitung angelehnt an die Rahmextraktion leicht modiziert. Durch Zugabe von 250 pl Lipase-
Gebrauchslésung B (200 U/ml) zu 250 yl Molke wurden die in der Molke verbliebenen
Fettbestandteile verdaut und anschlieRend wieder mit Phenol/Chloroform/Isoamyalkohol und
Isopropanol aufgearbeitet. Das so gewonnene Pellet wurde in 220 yl PBS gel6st und so im

Western-Blot bzw. Sandwich-EIA eingesetzt.
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3.4.6 Sandwich-EIA

Der Sandwich-EIA wurde wie von BOESEN (2005) beschrieben durchgefihrt. Hierzu wurde
der monoklonale Antikérper V5B2 nach einem Verfahren von HETZELT (2005) mit Biotin

markiert.

Mikrotiterplatten wurden mit mAK P4 in einer Konzentration von 5 ug/ml (100 ul/Kavitat)
beschichtet und dber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die

Aufbewahrung bis zur Benutzung der Platten bei 4 °C.

Nach Leeren der Platten wurden die noch vorhandenen freien Bindungsstellen mit 3 %
FCS/PBS fir 30 min abgesattigt. Es folgten drei Waschschritte. Hierzu wurde jeweils
Waschlésung in alle Kavitaten gegeben und die Platte anschliefiend auf Papierhandtiichern
ausgeklopft. AnschlieBend wurden die Proben in der unverdinnten Ausgangslosung (s. u.)
aufgetragen, sowie zwei-, vier- und achtfach in 1% BSA/PBS auf der Platte verdinnt
(50 p/Kavitat). Das als Positivkontrolle dienende Hirnhomogenat (s. 3.3.1) wurde in
zweifacher bis 128-facher Verdlinnung auf die Platte gegeben. Zusatzlich wurden die Proben
nach PK-Verdau aufgetragen. Simultan wurde der biotinylierte Antikdrper V5B2 (2 pg/ml in
Antikérperpuffer; 50 ul/Kavitat) zugegeben. Nach einstindiger Inkubation bei 37°C und vier
Waschschritten erfolgte die Zugabe des Peroxidase-Konjugates (ExtrAvidin®-HRP 1:2000
verdinnt in Antikérperpuffer; 100 pl/Kavitat). Nach wiederum einstlindiger Inkubation wurden
funf Waschschritte durchgefihrt. Dann erfolgte die Zugabe der Substratiésung
(100 pl /Kavitat). Die einsetzende Farbreaktion wurde nach 30 min mit Schwefelsaure
(1 mol/l), 100 ul/Kavitat) gestoppt. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 450 nm
photometrisch in einem Mikrotiterplatten-Lesegerat (ELISA-Reader Sunrise). Als Cut-Off

wurde der doppelte Leerwert angesetzt.

Ausgangskonzentrationen:

e Volimilch, Magermilch und Molke unverdinnt d. h. Arbeitsverdinnung entspricht
Gesamtverdinnung;

e Milchzellsuspension: Ausgangsverdunnung betragt 1:16 der Gesamtzellzahl aus 100
ml Vollmilch

¢ Homogenate: je nach Herstellung

4-fach bei 400 mg/1,2 ml Extraktionsldsung

oder 6,5-fach bei 200 mg/1,1 ml Extraktionslésung

¢ Rahm: als geldstes Pellet aus Milchaufarbeitung
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3.4.7 Darstellung von PrP°/PrP™s mittels Western-Blot

Fir den Western-Blot wurden die in 3.2.3 angegebenen und wie in 3.4.1 beschrieben
homogenisierten Positiv- und Negativkontrollen mit PBS wie folgt verdunnt: Medulla
oblongata vom Rind 1:4, von der Ziege 1:40, vom gesunden Schaf 1:20 und vom Scrapie-
Schaf 1:40. Sie wurden direkt bzw. nach Zugabe von Guanidin-Isothiocyanat (s. 3.4.1

Variante ¢) mit SDS-Probenpuffer versetzt.

Bei den Rahmproben der TSE-infizierten Schafe dienten Rahmproben aus gepooltem
Kolostrum oder Milch gesunder Schafe, die den gesamten Aufarbeitungsprozess durchliefen,

als Negativkontrolle.

Nach Zugeben des SDS-Probenpuffers wurden die Proben 5 min im Wasserbad gekocht und
anschlieend kurz anzentrifugiert. Es wurden je 20 pl einer Probe auf das 12% Bis-Tris-
haltige Polyacrylamid-Gel aufgetragen und die SDS-PAGE flr eineinhalb Stunden bei 150 V

in einem MOPS-Laufpuffer in einem Criterion Precast Gel System durchgefuhrt.

AnschlieBend erfolgte das Blotting in einer Semidry-Kammer. Hierzu wurde diese
folgendermalen befillt: Anodenseitig wurden die in Anodenpuffer | (6 Papiere) bzw. Il (3
Papiere) getauchten Filterpapiere gelegt, eine PVDF-Membran darauf, auf diese kam das
Polyacrylamid-Gel; es wurde mit den mit Kathodenpuffer bendssten Filterpapieren (9
Papiere) bedeckt. Bei einer Blotting-Zeit von 70 min wurde die empfohlene Stromstarke von
0,8 mA pro cm? Blotflache angelegt (WESTERMEIER, 1990). An der fertig geblotteten
Membran wurden die Banden des Proteinmarkers eingekerbt und danach die Membran tber
Nacht zur Absattigung in 3% Casein-PBS mit 0,025% Tween 20 bei 4°C aufbewabhrt.

Am nachsten Morgen wurde die Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem
Detektionsantikérper P4 (5 ug/ml) in der oben beschriebenen Casein-Lésung inkubiert. Falls
in manchen Fallen bei Proben von TSE-infizierten Tieren zur Verbesserung der
Bandenintensitat mit einer Konzentration von 7,5 ug/ml gearbeitet wurde, ist dies bei den
entsprechenden Abbildungen im Ergebnisteil gesondert vermerkt. AnschlieBend wurde
dreimal fur 10 min unter leichtem Schwenken in PBS-Tween gewaschen. Danach wurde
Casein-Losung mit ExtrAvidin®-HRP in einem Verhaltnis von 1:3000 auf die Membran
gegeben und 60 min lang inkubieren lassen. Wieder erfolgten drei zehnminltige
Waschschritte mit PBS-Tween und zuletzt zweimal mit reinem PBS. Nach Auftragen des
Chemolumineszenz-Substrates wurden Bilder mit verschiedener Belichtungsdauer in einer

Kodak Image Station angefertigt.
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3.4.8 SDS-PAGE mit Tris/Tricine-Gel und Coomassie-Farbung zur Detektion trunkierter

PrP Formen

Diese alternative Form der SDS-PAGE diente zur besseren Darstellung der trunkierten
Formen von PrPC. Als Kontrolle diente das Medulla oblongata- Homogenat von Schaf 5
Burgstall, hier jedoch nur 1:10 verdinnt eingesetzt. Ein Teil Probe (30 pl Schaf-Molke,
20 ul Ziegen-Molke) wurde mit einem Teil Sample Buffer (Tricine Sample Buffer mit Zusatz
von 2% [v/v] Mercaptoethanol) versetzt und 5-10 min im Wasserbad gekocht. Je 30 pl des
Probenaliquots wurden auf das 16,5 % Tris-Tricine/Peptide Criterion Precast Gel
aufgetragen und die SDS-PAGE mit dem Tris/Tricine/SDS-Laufpuffer bei 100 V in einem

Criterion Precast Gel System durchgefiihrt. Die benétigte Laufzeit betrug 130 min.

Danach wurde das Gel geteilt, die eine Halfte geblottet, die andere mit Coomassie gefarbt.
Das Blotting und die Immunodetektion wurden wie unter 3.4.7 beschrieben durchgefuhrt.
Das Verfahren unterschied sich allerdings dadurch, dass fur den Probentransfer eine

Immobilon-PSQ PVDF-Membran verwendet wurde.

Zur Coomassie-Farbung wurde der zweite Teil des SDS-Gels 40 min in die Farbelésung
gegeben, danach 120-180 min in Entfarber gelegt und leicht geschittelt bis eine deutliche
Entfarbung eingetreten war. Anschlielend erfolgte die Fixierung Uber Nacht bei 4°C in
Fixierlésung. Der geblottete Gelanteil wurde ebenfalls Coomassie gefarbt, um die Effizienz

des Blotting-Vorgangs zu kontrollieren.

3.4.9 Analyse von Rahmproben mittels PrionScreen®

Der PrionScreen®-EIA konnte freundlicherweise im Labor von Dr. Hloch bei Roche
Diagnostics (Penzberg) durchgefliihrt werden. Der PrionScreen® ist ein EU-zugelassener

Screening-Test zur Analyse von BSE in Hirngewebe von Rindern.

Fur die Untersuchung im PrionScreen® kamen die Pellets direkt aus der Rahmaufarbeitung
zum Einsatz. Hierzu wurde das Probenmaterial in die mit 300 bzw. 500 ul
Homogenisierungslésung geflllten Rdhrchen der Homogenisierungsplatte gegeben. Die
Kontrollen wurden gemaR der Gebrauchsanweisung mit 900 pl Kontroll-Lésung sowie 100 pl
Kontrollreagenz versetzt. Die Réhrchen wurden mit dem Deckel verschlossen und in einen
Schuttelhomogenisator gegeben. Hierin erfolgte die Homogenisierung bei 30 Hz. Nach 5 min

wurde die Platte um 180° gedreht und nochmals 5 min geschittelt. AnschlieBend wurde die
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Homogenisierungsplatte entnommen und 2 min bei 1000 x g in einer Mikroplatten-Zentrifuge

zentrifugiert.

Jeweils 150 pl der Kontrollen und der Proben auf die Digestionsplatte tUberfihrt. Diese wurde
mit selbstklebender Folie abgedichtet und fiir 15 min bei Raumtemperatur auf einen Schiittler
gegeben (600 rpm). Nun folgte die Inkubation bei 42 °C fir 30 min in einem Schittel-
Inkubator. Hierdurch erfolgte der Probenverdau durch Proteinase-K, welche bereits in der
Homogenisierungsldsung enthalten war. Anschlieffend wurden 100 ul Stopp-Reagenz jeder
Kavitat der Digestionsplatte zugefiigt, durch dreimaliges Auf- und Abpipettieren gemischt und
die Platte wiederum verschlossen. Es folgte eine Inkubation auf dem Schdttler bei 400 rpm

fir 20 min bei Raumtemperatur.

Nun wurden 40 ul jeder Kavitat der Digestionsplatte auf die mit Streptavidin beschichtete
Detektionsplatte transferiert. 200 pl Detektionsldsung wurden pro Kavitdt zugegeben, durch
Pipettieren vermischt und die Platte wieder verschlossen. Die Inkubation auf dem Schittler
erfolgte bei 400 rpm fur 60 min bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation wurde die
Detektionsplatte dreimal mit je 300 pl Waschpuffer pro Kavitat in einem automatischen EIA-
Wascher gespult. AnschlieBend wurden die Platten mit 200 yl TMB-Substrat pro Kavitat
versetzt und abgedeckt fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zugabe von 50 pl
TMB-Stoppldésung je Kavitat beendete Farbentwicklung. Daraufhin wurde die Absorption bei
450 nm gemessen. AnschlieBend erfolgte die computergestitzte Auswertung der erhaltenen

Messwerte. Als Cut-Off wurde der doppelte Leerwert angesetzt.

Zur vergleichenden Analyse wurde ein Aliquot der Kontrollen und Proben der
Digestionsplatte im Western-Blot wie unter 3.4.7 beschrieben eingesetzt. Ebenso wurde

testweise mit einem Aliquot der Homogenisierungsplatte verfahren.

3.4.10 Immunhistochemischer Nachweis von PrP°

Die Milchdrisengewebeproben wurden direkt nach der Schlachtung aus der Tiefe der
Euterviertel gewonnen und auf Wurfel mit Kantenldnge 1 cm zugeschnitten. Eine Probe
wurde in Bouin'scher Ldsung fur 48 h, eine zweite mit 2:1 [v/v] Methanol/Eisessig flr 24 h
immersionsfixiert.

Die Immunhistochemie der Proben von klinisch gesunden Tieren wurde freundlicherweise
vom Labor von Prof. Amselgruber im Institut fir Anatomie und Physiologie der Haustiere der
Universitat Hohenheim analog DIDIER et al. (2006) durchgefihrt.
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3.4.11 Immunhistochemischer Nachweis von PrP"™®

Die Immunhistologische Untersuchung der Proben TSE-kranker Tiere wurde

freundlicherweise im FLI durchgeflhrt.

Aus den in Paraffin eingebettenen Eutergewebeproben wurden 3-4 um dicke Schnitte
gewonnen, auf Super-Frost Plus Objekttrager aufgezogen und mindestens 120 min bei 60 °C
getrocknet. Die Entparaffinierung erfolgte durch zweimaliges Einlegen in Xylol fir je 3 min
und zweimaliges Eintauchen in Isopropanol fir jeweils 3 min. Danach wurden die Schnitte
durch jeweils dreiminutige Behandlung mit Alkohol absteigender Konzentration (96 %,
70 %, 50 %) rehydriert. Es folgte die Inkubation in konzentrierter Ameisensaure (98 %) fur 15
min. Anschlieflend wurden die Schnitte 5 min unter flieRendem Leitungswasser gespiilt und
30 min in neutral gepuffertem Formalin (3,5 %) inkubiert. Danach wurden sie zweimal fur
jeweils 5 min in PBS gesplilt.

Im Ventana Discovery Autostainer erfolgte die Inkubation mit Zitratpuffer bei 96 °C, mit 3%
H,0, in Methanol sowie mit Ziegenserum. Zur Detektion wurden die Schnitte mit mAK 12F10
(1:1800 in antibody diluent von Ventana) als erstem Antikorper, als Negativkontrolle mit mAK
gegen GP5 des PRRS-Virus (1:600 in antibody diluent von Ventana) fir 20 min inkubiert.

Nach der Inkubation mit Avidin-Biotin-Meerrettichperoxidase-Komplex (ABC-Komplex) wurde
das Reaktionsprodukt mit 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-Lésung als Chromogen

visualisiert.

Die Schnitte wurden anschlieRend fir 2 min in A. dest. mit 0,1 % Tween eingelegt, durch
jeweils zweiminutigen Verbleib in 70 % und dann 96 % Ethanol entwassert und zweimal fur 2
min in Isopropanol gegeben. Daraufhin wurden die Schnitte in Xylol (zweimal 3 min)

entalkoholisiert und mit Entellan eingedeckt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Vergleichende Darstellung des PrP®-Vorkommens in Eutergewebe und Milch bei
Rind, Schaf und Ziege

Der erste Teil der Ergebnisdarstellung befasst sich mit dem tierart-spezifischen Vorkommen
von PrP¢ in der Milchdriise und der Milch von Rind, Schaf und Ziege. Fir den Nachweis im
Eutergewebe kamen drei unabhangige immunchemische Methoden (EIA, Western-Blot und

IHC) zum Einsatz; fir den Nachweis in der Milch zwei (EIA, Western-Blot).

4.1.1 PrP®-Expression im Eutergewebe
4.1.1.1 Sandwich-EIA

Die Zusammenfassung der Daten in Tabelle 10 zeigt, dass PrP° mittels EIA bei allen
untersuchten Spezies detektierbar war. Jedoch zeigten sich sowohl zwischen den Spezies
als auch zwischen den Individuen einer Wiederkauerart deutlich Unterschiede im
Expressionsniveau. Zur besseren Darstellung der individuellen Variationsbreite sind die EIA

Ergebnisse auf Einzeltierebene in Abb. 6 a-c dargestellt.

Tabelle 10: Im Eutergewebe mit EIA ermittelte PrPC-Expression (Werte = EIA-Extinktionswerte)

Positive
Tierart Maximum Minimum Mittelwert Standardabweichung
Ergebnisse
Rind 9/10 1,94 0,33 0,90 +0,49
Schaf 6/11 0,49 0,04 0,15 +0,14
Ziege 13/13 0,42 0,20 0,31 + 0,07
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Abbildung 6: Individuelle EIA-Ergebnisse in Eutergewebe von Rind (a), Schaf (b) und Ziege (c)
dargestellt. Die gestrichelte Linie markiert jeweils den Cut-Off-Wert. Zur besseren Vergleichbarkeit der
verschiedenen Tierarten wurde dieselbe Skalierung fiir die OD-Werte (OD = optical density entspricht
der Extinktion bei 450 nm) gewahlt.

4.1.1.2 Western-Blot

Als weitere immunchemische Methode zur Darstellung der verschiedenen PrP®-Glykoformen
wurden Euterhomogenate im Western-Blot untersucht. Die zugehodrigen Abbildungen

enthalten jeweils beispielhaft die Ergebnisse bei einigen Tieren.
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Im Rind konnten mittels der oben genannten Methode die Ergebnisse des EIAs nicht
bestatigt werden, wie Abb. 7a zeigt. Im Gegensatz dazu reagierte Euterhomogenat vom
Schaf positiv im Western-Blot (Abb. 7b) und bestatigte damit die Ergebnisse des ElAs.
Vornehmlich zeigten sich die zweifach glykosylierte Isoform bei ca. 38 kDa sowie die
unglykosylierte bei 27 kDa. Die einfach glykosylierte Form trat nicht bei jedem Tier in
Erscheinung. Grundsatzlich gab es individuelle Intensitatsunterschiede. Bei der Ziege
zeigten sich im Western-Blot die drei fiir PrP° typischen Glykoformen (un-, einfach, zweifach
glykosyliert; Abb. 7c). Sie kamen etwa in gleicher Menge vor, wohingegen bei dem als
Positivkontrolle dienenden Gehirn (Spur 7) die zweifach glykosylierte Form auf Héhe von ca.
38 kDa deutlich dominierte. Zusatzlich zeigte sich im Eutergewebe eine spezifische Bande
auf Hohe von ca. 95 kDa (Abb. 7d).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
39 kDa 'r
28 kDa J

Abbildung 7a: Euterhomogenate vom Rind im Western-Blot.

Die Spuren 1-8 wurden mit PrP-spezifischen mAK P4 detektiert, die Spuren 9-16 zur Kontrolle ohne
ihn. Spur 1, 2 + 9, 10 = Kalb 4 Medulla oblongata; Spur 3 + 4 und 11 +12 = Rind 6; Spur 5 + 6 und 13
+14 =Rind 7; Spur 7 + 8 und 15 + 16 = Rind 10; Spur 1+2: ohne PK, ansonsten jeweils Spuren mit
ungerader Zahl ohne PK, geradzahlige Spur mit PK

39 kDa
- H

1 2 3 4 5 6 7 8
28 kDa - LR

Abbildung 7b: Eutergewebe von drei Schafen im Western-Blot.
Die Spuren 2, 4, 6 + 8 enthalten mit PK versetztes Gewebe. Spur 1 + 2: Medulla oblongata Schaf 5;
Spur 3 + 4: Schaf 2; Spur 5 + 6: Schaf 3; Spur 7 + 8: Schaf 4.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
39 kDa ’q
B
28 kDa

19 kDa

Abbildung 7c: Western-Blot des Eutergewebes von Ziegen

Alle Spuren wurden mit PrP-spezifischen mAK P4 detektiert. Spur 1-6: Eutergewebe Ziege Nr. 289,
339, 390, 400, 433, 460; Spur 7: Hirnhomogenat Ziege 1: 40; Spur 8-12: Eutergewebe Ziege Nr. 287,
391, 406, 441, 456

<«— ca. 95 kDa

o7kDa ”"‘a-ﬁ — T N~ g—

Abbildung 7d: Western-Blot des Eutergewebes von Ziegen

Die Spuren 1-5 wurden mit PrP-spezifischen mAK P4 detektiert, die Spuren 6-10 zur Ermittlung der
Bandenspezifitat ohne ihn. Spur 1 + 6: Homogenat Ziege Medulla oblongata; Spur 2 + 7: Ziege Nr.
287; Spur 3 + 8: Ziege Nr. 289; Spur 4 + 9: Ziege Nr. 391; Spur 5 + 10: Ziege Nr. 406. Mit Pfeil
markiert wurde die Hdhe von ca. 95 kDa, auf der sich im linken, P4 detektierten Teil bei den
Euterhomogenaten eine Bande befindet, die sich durch das Fehlen im rechten Teil als spezifisch

darstellt.

4.1.1.3 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Untersuchung erfolgte bei Rind und Schaf mit mAk L42, bei der
Ziege mit mAk P4, da der erstgenante Antikorper hier kein auswertbares Bild ergab. Es
zeigte sich, dass PrP® bei allen drei Tierarten nur von den Epithelzellen der Alveolen
exprimiert wird (Abb. 8). Die ausgewahlten Bilder stellen typische Ergebnisse von Mehrfach-

Untersuchungen dar.

Beim Rind erfolgte die PrP°-Expression lediglich in aktiv sezernierenden Laktozyten,

wohingegen sie beim Schaf auch in der nicht-laktierenden Milchdrise nachweisbar war
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(nicht in der Abbildung gezeigt). Auf zellularer Ebene war die Expression beim Rind vor allem
auf die basalen Zellkompartimente und die Zellmembran beschrankt (siehe Bildausschnitt).
Auch die Zellmembranen sind deutlich gefarbt, wie der Tangentialschnitt belegt (Pfeil). Im
Gegensatz dazu war das PrP® bei Schaf und Ziege homogener im Zytoplasma verteilt. Die
kleinen Wiederkauer zeigten im Gegensatz zum Rind die Abschniirung PrP-haltiger Partikel
ins Drisenlumen. Insgesamt gesehen wurde eine besonders starke Expression in Bereichen
gefunden, in denen aktiv-sezernierende Laktozyten kuboidale oder Saulenform aufwiesen
und die typische apokrine und ekkrine Sekretionsaktivitat zeigten. Keine Expression wiesen
intramammare Leukozyten, Myoepithelzellen, Fibroblasten und Zellen des Gefallsystems

(Endothelzellen; Perizyten; glatte Muskelzellen) auf.

Somit konnte mit den verschiedenen Untersuchungsmethoden gezeigt werden, dass bei
allen drei untersuchten Wiederkauerarten PrP® im Eutergewebe in artspezifischer und
individuell verschiedener Intensitat exprimiert wird. Auf die vor allem beim Rind erhaltenen, je
nach angewandter Methode widersprichlichen Ergebnisse wird in der Diskussion

eingegangen.
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Abbildung 8: Immunhistochemische Lokalisation von PrP® im Eutergewebe von Rind (oben links),
Schaf (oben rechts) und Ziege (unten) wahrend der Laktation.

Die Selektivfarbung zeigte sich in Epithelzellen (Laktozyten), die die tubuloalveolaren
Drisenendstiicke auskleiden. Die groRte Farbintensitat wiesen beim Rind aktive Saulenzellen und
kuboide Zellen auf, flache Epithelzellen waren kaum gefarbt. Kleines Bild oben: Am meisten weisen
die basolateralen Bereiche des Zytoplasmas die spezifische Farbung auf. Beim Schaf umfasste die
positive Immunreaktion das ganze Zytoplasma. Endothelzellen (Sterne im GefaRlumen),
myoepitheliale Zellen und Fibroblasten wiesen keine PrPC-spezifische Farbung auf. In der
Vergroflerung zeigten sich PrPC-haItige Partikel im Alveolarlumen.

Bei der Ziege war das komplette Zytoplasma homogen PrPC-positiv gefarbt. Es zeigte sich deutlich die
Abschnirung PrPC-haItiger Sekretvesikel im Rahmen der apokrinen Sekretion ins Lumen (siehe auch
Ausschnittvergrofierung). Weder die Leukozyten (Bildausschnitt) im Alveolarlumen noch die Zellen

des GefalRsystems (Stern im Gefallumen) wiesen PrPC-spezifische Farbung auf.
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4.1.2 PrP°- Gehalte in der Milch

41.2.1 Spezies-spezifisches Vorkommen von PrP® in Milchfraktionen der

Hauswiederkauer

Es wurden bei allen drei Tierarten die Milchfraktionen Rahm, Magermilch, Molke, Kasein und
Zellen untersucht. Da die fetthaltige Matrix Rahm nicht direkt in die immunchemische
Analytik eingesetzte werden konnte und zunachst eine Methodenetablierung nétig war,

werden diese Ergebnisse in einem gesonderten Kapitel beschrieben.

Auch Kasein erwies sich trotz unterschiedlicher Aufarbeitungen (siehe 3.4.2) als schwierig zu
analysierendes Material. Am besten fir die Loslichkeit erwiesen sich die Varianten mit Losen
in 1 ml PBS und anschlieRender Neutralisation oder die Lésung in 1 M Harnstoff und
Neutralisation (siehe Tab. 9). Allerdings war es lediglich beim Schaf mdglich, PrP® in der

Kaseinfraktion mittels EIA nachzuweisen.

Da sich die folgenden Kapitel nicht nur auf die verschiedenen Tierarten sondern auch auf die
unterschiedlichen Milchfraktionen beziehen, werden die Ergebnisse im Folgenden nach
Tierarten getrennt dargestellt, wobei jeweils die Ergebnisse beider Untersuchungsmethoden
nacheinander besprochen werden. Zusétzlich zu einer Ubersichtstabelle fiir die jeweilige

Tierart werden die Ergebnisse exemplarisch in Abbildungen gezeigt.

4.1.2.2 Vorkommen von PrP€ in Milchfraktionen des Rindes

In keiner der Milchfraktionen von Kiihen lieR sich PrP® mittels Sandwich-EIA bzw. Western-
Blot detektieren (Tabelle 11 sowie Abb. 9 und 10).

Tabelle 11: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse flir die verschiedenen
Kuhmilchfraktionen

Rind

(n positiv / n untersucht)

Methode | Magermilch | Molke | Zellen | Kasein
EIA 0/5 0/5 0/5 n. d.
WB 0/5 0/5 0/5 n. d.
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Magermilch und Molke Rind
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Abbildung 9: PrP°- Gehalte in Kuhmilchfraktionen
Magermilch: dunkelgraue Balken; Molke: hellgraue Balken. Die Werte lagen allesamt unter dem Cut-
Off von 0,12. Die untersuchten Tiere sind nicht identisch mit den Rindern aus der Untersuchung von

Eutergewebe.

Der im EIA nicht nachweisbare PrP°-Gehalt konnte fiir alle untersuchten Milchfraktionen des
Rindes mittels Western-Blot bestatigt werden. Ein typisches Blotting-Ergebnis stellt —
exemplarisch fir Magermilch die Abbildung 10 dar. Die Ergebnisse fir Molke und

somatische Zellen waren identisch (nicht dargestellt).

1 2 3 4 5 6
39 kDa
- -.
28 —
19
14
6

Abbildung 10: Western-Blot der Magermilch von Rindern

Spur 1: Medulla oblongata Kalb; Spur 2-6: Magermilch von flnf verschiedenen Kiihen
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4.1.2.3 Vorkommen von PrP¢ in Milchfraktionen des Schafes

Acht Schafe wurden zweimal in Abstand von vier Wochen wahrend der Laktation untersucht.

Die Zusammenfassung aller Ergebnisse ist wiederum tabellarisch dargestellt (Tab. 12).

Tabelle 12: Ubersicht zu den Untersuchungsergebnissen in verschiedenen

Schafmilchfraktionen

Schaf

(n positiv / n untersucht)

Methode Magermilch | Molke Zellen Kasein
EIA 8/8 8/8 6/8 3/8
WB 717 8/8 0/8* n. d.

* Die Detektion der PrPC-Expression in der Zellfraktion war bei 7/8 Schafen im WB negativ, bei einem
Tier fraglich. Bei dem wahrend einer ganzen Lakationsperiode untersuchten Schaf 5 (s. 4.1.3)
allerdings war in der darauffolgenden Laktation bei einigen Abnahmewochen die PrP®-Expression in
der Zellfraktion im WB mit mAk P4 nachweisbar.

Es zeigte sich ein deutlicher PrP®-Gehalt in Magermilch und Molke (Abb. 11), der individuelle
Unterschiede aufweist. Vor allem in den unverdiinnten Proben der ersten Abnahme lagen die
Werte deutlich aulRerhalb des linearen Mel3bereichs des ElAs. So reichte die Extinktion bis
zu 3,8 in der Molke bei einem Tier. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten aus der ersten
und zweiten Abnahme sind in Abb. 11 jeweils die Ergebnisse der unverdiinnten Proben
dargestellt. In Tab. 13 sind die EIA-Ergebnisse in einer Verdinnung beschrieben, bei der der
lineare Messbereich des Tests erreicht wurde. Zudem enthalt die Tabelle eine deskriptive
Analyse der Daten. Das Kasein wies beim Schaf PrP® auf. Im EIA reagierte es unverdiinnt
bei vier von acht Tieren positiv. Seine Aufarbeitung hierzu war nach der Variante Lésen in
1000 pl PBS und anschlielender Neutralisation erfolgt (s. 3.4.2). Im Western-Blot jedoch

konnte kein PrP° in der Kaseinfraktion detektiert werden.

Beim Schaf lag der PrP®-Gehalt der unverdiinnten somatischen Zellen (Abb. 11) bei sechs
Tieren Uber dem Cut-Off-Wert, bei drei Tieren wurde der Wert sogar um ein Vielfaches

Uberschritten. So waren in dieser Milchfraktion starke individuelle Unterschiede ersichtlich.
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Tabelle 13: Extinktion im EIA im linearen Messbereich bei 1:4 Verdinnung der Milchfraktionen von
Schafen (Cut-Off: 0,09)

Milchfraktion | Abnahme | Maximum | Minimum | Mittelwert | Standardabweichung | Positiv
: 1 0,65 0,10 0,34 +0,24 8/8
Magermilch
2 0,18 0,04 0,10 + 0,06 4/8
1 1,11 0,24 0,58 +0,34 8/8
Molke
2 0,43 0,07 0,22 +0,13 6/8
1 0,12 0,05 0,07 + 0,02 1/8
Zellen
2 0,05 0,02 0,03 + 0,01 0/8
; 1 0,18 0,04 0,09 + 0,05 3/8
Kasein
2 0,09 0,02 0,04 + 0,02 1/8
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Abbildung 11 a-c: PrP®-Gehalte in Milch von Schafen

Bei Magermilch (a) und Molke (b) wurden zwei Abnahmen berticksichtigt. Bei den Zellen (c) waren nur

die Ergebnisse der 1. Abnahme auswertbar. Die Werte der ersten Abnahme sind mit schwarzen
Balken dargestellt, die der zweiten mit hellgrauen. Der Cut-Off lag bei 0,09.

In Magermilch von Schafen wurde im Western-Blot zum einen das Volllangen-Prion-Protein
sichtbar. Es dominierten die zweifach- und die unglykosiliete Form. Zum anderen zeigten
sich zwei trunkierte Formen, von denen die bei ca. 8 kDa liegende die deutliche starkere
Bande bildete. PrP° in Magermilch prasentierte sich im Western-Blot ahnlich wie das in der
Molke vorhandene. In den somatischen Zellen der Schafmilch war die Darstellung von PrP°
mittels Western-Blot kaum mdglich. Nur bei einem Tier zeigte sich das schattenhaft

schwache Bandenmuster von PrP°.
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Abbildung 12 a, b und c: Western-Blot mit Magermilch (a), Molke (b) und somatischen Zellen (c) von
Schafen

a = Spur 1-7: Magermilch von sieben verschiedenen Schafen; Spur 8: frei; Spur 9: Medulla oblongata
Schaf. b und ¢ = Spur 1: Medulla oblongata Schaf; Spur 2-8: Molke (a) bzw. somatische Zellen (b) von
sieben Schafen. Das schattenhafte Bandenmuster ist in Blau eingekreist.

4.1.2.4 Vorkommen von PrP€ in Milchfraktionen der Ziege

In Ziegenmilch konnte bei den meisten Tieren PrP® nachgewiesen werden (Tab. 14 und 15).

Tabelle 14: PrP°-Vorkommen in den verschiedenen Milchfraktionen

Ziege
(n positiv / n untersucht)
Methode Magermilch | Molke | Zellen Kasein
EIA 10/20 17/20 6/20 n.d.

WB 20/20 20/20 13/20 n. d.
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Allerdings lagen im EIA die PrP®-Gehalte in Magermilch und Molke nur bei 10% derjenigen
der Schafe, weshalb eine andere Skalierung gewahlt wurde (Abb. 13 a-c). Wahrend der
Messwert bei Magermilch in der Halfte der Falle unter dem Cut-Off lag, war dies bei Molke
nur bei drei von zwanzig Tieren der Fall. Doch auch wenn in der Magermilch oftmals
niedrigere Werte ermittelt wurden, stimmt die Tendenz zwischen Magermilch und Molke
zumeist Uberein. Nur gut ein Viertel der Ziegen zeigte im EIA PrPC-Expression in den

somatischen Zellen. Dies war weit weniger als beim Schaf.

Tabelle 15: PrP®-Gehalte von Ziegenmilch im EIA

Milchfraktion | Maximum Minimum Mittelwert Standardabweichung
Magermilch 0,37 0,05 0,15 £ 0,09
Molke 0,33 0,04 0,18 + 0,09
Zellen 0,12 0,04 0,07 10,02




Ergebnisse 56

Ziegen Magermilch

OD Sandwich-EIA

0,0
900 A HEOA DD DN LB N D DS
DAV ARAPAPARHDAADAD IO 1T M MO IR0

Ziegen Molke
0,4

0,3 1

OD Sandwich-EIA
o
)

0’0 S
Ziegen Somatische Zellen

0,4

0,3

0,2 -

OD Sandwich-EIA

Tiernummer

Abbildung 13: PrP°-Gehalte in Milch von Ziegen

Bei den zwanzig untersuchten Ziegen zeigten sich individuelle Unterschiede im PrP°-Gehalt in
Magermilch (oben), Molke (Mitte) und Zellen (unten). Die gestrichelte Linie zeigt den Cut-Off Wert. Bei
Magermilch lagen 10, bei Molke 17 Tiere mit dem PrP®- Gehalt iiber diesem Wert. In den somatischen
Zellen konnte bei sechs Tieren PrP® nachgewiesen werden.
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In der Magermilch und der Molke von Ziegen liel3en sich die Ergebnisse des EIA ebenso wie
beim Schaf mittels Western-Blot bestatigen. Die verschiedenen Fraktionen zeigten jedoch
ein deutlich unterschiedliches Bandenmuster (Abb. 14). Besonders auffallig war das
dominierende Auftreten einer trunkierten Form bei 7 bzw. 14 kDa. Die Bande bei 7 kDa
stellte in Molke die einzig deutlich detektierbare Form von PrP° dar. Das fir die
unterschiedlichen Glykoformen typische Bandenmuster bei 19-39 kDa war nur als
»Schattenartige® Struktur erkennbar. Anders verhielt es sich in der Magermilch. Hier waren
zusatzlich zu der trunkierten Form auch die unglykosierte und die einfach glykosilierte Form

des zellularen Volllangen- Prion Protein erkennbar.

Die Western-Blots der Milchzellen von Ziegen zeigten im Gegensatz zu anderen
Milchfraktionen bei einigen Tieren keine, bei anderen nur schwache, unscharfe Banden
(Abb. 14), wodurch sich das Bild nur schwer interpretieren lasst. Vermutlich handelt es sich
um die drei typischen Formen. Wesentlich deutlicher war die trunkierte Form bei 8 kDa zu

erkennen.
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Abbildung 14 a-c: Magermilch (a), Molke (b) und somatische Zellen von Ziegen im Western-Blot.
Spur 1 = Medulla oblongata Kalb; Spur 2-6 bzw. 2-7= Magermilch/Molke/somatische Zellen von

diversen Ziegen.
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Die Ergebnisse zu PrP® in Milch decken sich somit bei beiden Untersuchungsmethoden:
Weder mit Western-Blot noch mit EIA konnte beim Rind PrP® in der Milch nachgewiesen
werden. Das Schaf zeigte im EIA relativ hohe PrP®-Gehalte und im Western-Blot von Molke
waren die Volllangen-Isoformen und die trunkierten Formen gut darstellbar. Die Ziege
hingegen zeigte darin nur eine trunkierte Formen bei ca. 8 kDa klar und die PrP°-Gehalte im

EIA entsprachen nur 10% der des Schafes.

4.1.3 PrP®-Gehalte im Laktationsverlauf beim Schaf

Der Versuch an acht Schafen, die zweimal innerhalb von vier Wochen beprobt wurden, hatte
wie oben gezeigt ergeben, dass die PrP°-Gehalte in den Milchfraktionen in der spéteren
Laktationsphase niedriger waren. Dies legt die Vermutung nahe, dass PrP® im Rahmen des
Laktationsgeschehens reguliert sein konnte. Aus diesem Grund wurde eines der Schafe
(Schaf 5) in der folgenden Laktationsperiode kontinuierlich im Wochenabstand beprobt. Die
Laktation erstreckte sich Uber einem Gesamtzeitraum von 31 Wochen. Magermilch, Molke
und Zellen wurden wiederum mittels EIA und Western-Blot analysiert. Die Ergebnisse des
ElAs sind in Abb. 15 dargestellt. Es zeigt sich eine Regulation der PrP°-Sekretion iiber die

Laktation mit einem deutlichen Peak im mittleren Drittel.
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PrP®-Gehalte im Laktationsverlauf
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der Analysenwerte verschiedener Milchfraktionen im
Laktationsverlauf bei einem Schaf
Es ist der PrP°-Gehalt in Magermilch, Molke und somatischen Zellen der Milch im Lakationsverlauf

dargestellt. Der durchschnittliche Cut-Off der einzelnen Messungen lag bei 0,08.

Ein PrP°-Nachweis in unterschiedlicher Héhe war bei Magermilch und Molke in allen
Laktationsstadien, in den somatischen Zellen der Milch nur manchmal gegeben. Bei Molke
(rote Kurve in Abb. 15) stieg der PrP°-Gehalt in den ersten Wochen an, blieb von Woche drei
bis zehn auf einer einheitlichen Extinktion um 0,5. Danach erfolgte ein rapider Anstieg bis auf
das Dreifache. Auf diesem Level von ca. 1,5 blieb die Extinktion fir einige Wochen in der
Mitte der Laktation und fiel mit Schwankungen auf 1,0 und langsam weiter ein Niveau von

0,3 ab, auf dem sie bis zum Ende der Laktation blieb.

Einen &hnlichen, allerdings starker fluktuierenden Verlauf zeigte auch der PrP®-Gehalt in

Magermilch. In dieser Fraktion wurden OD-Werte um 1,0 friher erreicht und das hohe
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Niveau zu Mitte der Laktation drei Wochen friher verlassen. Bei Magermilch und Molke

wurden somit die hdchsten Werte im mittleren Drittel der Laktation gemessen.

Bei den somatischen Zellen fanden sich zu manchen Abnahmezeitpunkten im
Laktationsverlauf positive Werte. Gerade im ersten Drittel der Laktation sind vereinzelt Werte
deutlich Uber dem Cut-Off. Eine Korrelation zur Zellzahl konnte dabei nicht festgestellt

werden.

Im Western-Blot von Molke mit einer Auswahl der woéchentlichen Abnahmen Uber den
gesamten Laktationszeitraum (Abb. 16) sind die Banden zu Mitte der Lakationsperiode etwas
intensiver gefarbt als zu Beginn und zum Ende. Dies steht in guter Korrelation zum
Sandwich-EIA. Wie schon bei der Einzelanalyse der acht Tiere, ist die trunkierte Form auf
Hohe von 8 kDa die mit Abstand die starkste Bande, gefolgt von un- und zweifach

glykosylierter Form.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
kDa
39
!* ) T— N — e
28 | .- - - - L — — Pp—— P——
19
14

[ WA R - e T Y Y

Abbildung 16: Western-Blot mit Molke vom Schaf iber eine Laktationsperiode hinweg

Spur 1: Schaf- Homogenat aus Medulla oblongata,1:20 verdiinnt; Spur 2 -11: Molke von einem Schaf,
Auswahl aus der Lakationsperiode von 31 Wochen; Spur 2: Woche 2, Spur 3: Woche 4, Spur 4:
Woche 9, Spur 5: Woche 11, Spur 6: Woche 15, Spur 7: Woche 18, Spur 8: Woche 21, Spur 9:
Woche 23, Spur 10: Woche 26, Spur 11: Woche 31. Zu allen Zeitpunkten der Laktation sind drei

Isoformen von PrP° deutlich erkennbar.
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei den acht Schafen in der vorherigen Laktation im
Western-Blot (s. 4.1.2.3, Abb. 11c) zeigte Schaf 5 in dieser Laktation je nach
Abnahmewoche deutliche PrP®-Banden im Western-Blot (Abb. 17).
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Abbildung 17: PrPC-Expression in den somatischen Zellen der Milch von einem Schaf zu bestimmten
Abnahmewochen wahrend der Laktation: a) Frihlaktation, b) Hochlaktation c) Spatlaktation

a) Spur 1: Schaf Medulla oblongata; Spur 2-5: Woche 1-4; b) Spur 1: Schaf Medulla oblongata; Spur
2-5: Woche 13, 15, 16 17; c) Spur 1-5: Woche 23-26, 28

Vor allem in den ersten Wochen der Laktation (a) und im mittleren Drittel der Laktation (b)
konnte PrP® nachgewiesen werden. Gegen Ende der Laktation (c) hingegen war PrP®
zumeist nur schattenhaft erkennbar. Allerdings gab es auch innerhalb der einzelnen
Laktationsabschnitte deutliche Schwankungen im Hinblick auf die Bandenintensitat (b: Spur
3, c: Spur 4). Die Bandenstarke im Western-Blot und die Hohe der Extinktion im EIA

korrelieren jedoch gut.
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4.2 Etablierung eines Aufarbeitungsverfahrens fiir Proteine aus der Rahmfraktion

Da der Einsatz von immunchemischen Methoden wie EIA und Western-Blot nur im
wassrigen Milieu moglich ist, erforderte die Aufarbeitung des fettreichen Rahms einen
abweichenden methodischen Ansatz. Ziel dieses Ansatzes war es, den im Rahm
enthaltenen Proteinanteil in ein wassriges Milieu zu Uberfihren und gleichzeitig eine optimale
Loslichkeit des Proteinpellets sicherzustellen. Diese ist Voraussetzung fir einen korrekten
PK-Verdau und eine Detektion im Western-Blot. Die Ergebnisse dieser Methodenetablierung

(siehe 3.4.3) sind im Folgenden dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass nach der Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Trennung in
der anorganischen Phase kein PrP° im Western-Blot nachweisbar war. Wurde das gefallte
Protein der organischen Phase allein verwendet, zeigten sich im Vergleich zu den Ansatzen,
in denen die Interphase mit in die Proteinfallung eingegangen war, starke Proteinverluste.
Dies wurde besonders deutlich, wenn Rahm aus Kolostrum aufgearbeitet wurde. Abb. 18
enthalt die vergleichenden Ergebnisse der verschiedenen Methoden zur Proteingewinnung

aus Rahm.

Zudem zeigten die verschiedenen Modifikationen der Proteinfallung durch Zugabe von EDTA
keine Verbesserung der Blotting-Ergebnisse. Eine vollstdndige homogene Suspension des
erhaltenen Proteinpellets konnte mit allen getesteten Methoden nicht hergestellt werden, was
sich nachteilig auf die Wiederholbarkeit der Blotting-Ergebnisse auswirkte. So flhrte das
Einbringen von geldsten Proteinpellets auf die Detektionsplatte des PrionScreen® zu einem
positiven Ergebnis bei den Negativkontrollen und allen untersuchten Proben, da kein
vollstandiger PK-Verdau erfolgte. Einzig eine Homogenisierung auf der PrionScreen®-

Homogenisierungsplatte brachte eine gleichmafRige Suspension.
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Abbildung 18 a+b: Aufarbeitungsvarianten flir Rahm aus Milch (a) und Kolostrum (b)

Die Aufarbeitung erfolgte wie unter 3.4.3 beschrieben. Die Abwandlungen sind vermerkt. Variante A
(Spur 1-4): Proteinfallung mit 5 mM EDTA/ 90% Isopropanol und Zugabe von 20 mM EDTA nach dem
PK-Verdau; Variante B (Spur 5-8): Zugabe von 20 mM EDTA nach dem PK-Verdau; Variante C (Spur
9-12): entspricht der Version, die aufgrund der guten Bandenqualitdt zur Untersuchung der Proben
verwendet wurde. Variante D (Spur 13-16): nur mit organischer Phase weitergearbeitet; Zugabe von
20 mM EDTA nach dem PK-Verdau; Spuren 1,5,9 + 13: kein PK-Verdau erfolgt; Spuren 2,6,10 + 14;
10 min Inkubationszeit fur die PK; Spuren 3, 7, 11+ 15: 20 min Inkubationszeit fir die PK; Spuren 4, 8,
12 + 16: 30 min Inkubationszeit fur die PK.

4.2.1 Tierartlich-vergleichendes Vorkommen von PrP° im Rahm

Nun soll kurz das Vorkommen von PrPC®-Expression im Rahm der drei Hauswiederkauer
(Abb. 19) erlautert werden. Im Rahm der Rinder war mit der neu-etablierten Methode kein

PrP® nachweisbar. Im Rahm des Schafes hingegen zeigten sich alle bereits aus anderen
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Milchfraktionen bekannten Banden. Gleiches gqilt fiir die Ziege, wobei sich die jeweilige

Bandenstarke unterschied.
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Abbildung 19: PrPC-Expression im Rahm von Rind, Schaf und Ziege

Spur 1: Kalb 4 Medulla oblongata 1:4; Spur 2-6: Rahm von Kuh 1-5; Spur 7: Rahm Schaf 5; Spur 8:
Rahm von vier Ziegen gepoolt mit PK; Spur 9: Rahm von vier Ziegen gepoolt ohne PK. Die
Aufarbeitung des Rahms erfolgte wie unter 3.4.3 beschrieben.

4.3 Untersuchung auf PrP™° in Eutergewebe und Milch bei TSE-infizierten Rindern und

Schafen

4.3.1 Ergebnisse bei BSE-infizierten Rindern

Bei der Aufarbeitung des Eutergewebes wurden im Hinblick auf die von PrP® abweichenden
Eigenschaften der pathologischen Isoform des Prion Proteins verschiedene Varianten zur
Aufarbeitung getestet (siehe 3.4.1 Tab. 8). Zur besseren Ubersicht der Western-Blot-
Ergebnisse werden in Abb. 20 a und b nur die Abklrzungen fir die jeweilige Aufarbeitung

verwendet.

Beim Entwickeln der Membran mit mAk P4 zeigten sich zunachst scheinbar ,schattenhafte®
Banden, bei einem Molekulargewicht, bei den man PrP™ vermuten konnten (Abb. 23 a). Da
diese Banden jedoch &auBert schwach waren, wurde zur Kontrolle ein unspezifischer
Primarantikorper eingesetzt. Hierbei zeigte sich, dass alle aufgetretenen Banden im

Eutergewebe unspezifisch waren (Abb. 23 b).
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Abbildung 20a: Western-Blot des Eutergewebes der drei BSE-Kihe mit Primarantikdrper P4
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Abbildung 20b: Western-Blot des Eutergewebes der drei BSE-Kihe mit unspezifischem
Primarantikérper stx 7H11

Abbildung 20 a+b: Spur 1: Scrapie-Schaf Medulla oblongata mit PK; Spur 2-5: BSE-Kuh PG 113/01
Variante a1) - ¢); Spur 6-9: BSE-Kuh PG 0049/02 Variante a1) - ¢); Spur 10-12: BSE-Kuh PG 0050/02
Variante a1) - b). Beide AK wurden in einer Konzentration von 7,5 ug/ml eingesetzt.

Auch in der immunhistochemischen Untersuchung des Eutergewebes fand sich bei keiner
der drei Kiihe PrP™®. Exemplarisch sind in Abb. 21 Immunhistochemie-Bilder einer der Kiihe
abgebildet.



Ergebnisse 66

Abbildung 21: Immunhistochemische Abbildung des Eutergewebes der BSE-Kuh PG 113/01

Die Vorgehensweise erfolgte wie in 3.3.10 beschrieben. Weder in der 10 fachen (links) noch in der

20 fachen VergréRerung (rechts) war PrP™® erkennbar.
In Magermilch, Molke und Kasein dieser drei BSE-Kiihe sowie der Farse aus dem FLI war
ebenfalls kein PrP™° im hauseigenen Western-Blot nachweisbar. Es zeigten sich wiederum

nur unspezifische Banden. Rahm stand von den Tieren nicht zur Verfigung.

Die vorhandenen Materialien der BSE-Kiihe bzw. der Farse wurden in den in Tab. 16

angegebenen Verhaltnissen zusatzlich im PrionScreen® eingesetzt.

Tabelle 16: Verhaltnis des eingesetzten Materials zur Homogenisierungsldsung des PrionScreen®

. . Menge der Homogenisierungs-
Material Menge Material . .
I6sung des PrionScreen®

Eutergewebe 150 mg 900 ul

Kasein 500 mg 600 pl

Magermilch 500 pl 500 pl

Molke 500 pl 500 ul

Zellen 500 pl 500 pl

Der Einsatz im PrionScreen® erbrachte die in Abb. 22 dargestellten Ergebnisse. Das
Eutergewebe der drei BSE-Kihe, Magermilch und Molke aller vier Rinder sowie die Zellen
des milchartigen Sekrets der Farse waren negativ. Die Kaseinfraktion aller vier Tiere
allerdings reagierte positiv im PrionScreen®-EIA, wobei eine unspezifische Reaktion nicht

ausgeschlossen werden konnte.
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PrionScreen®-Extinktion bei BSE-Kiihen
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der Analysenwerte des Eutergewebes und verschiedener

Milchfraktionen bei BSE-infizierten Rindern im PrionScreen®
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4.3.2 Ergebnisse in Milch von TSE-infizierten Schafen mittels der neu-etablierten

Aufarbeitung

Die Abbildung 23 a-d zeigt, dass in Molke, die aus Milch gewonnen wurde keine Anzeichen
auf das Vorkommen von PrP™® vorliegen. Lediglich die trunkierte Form des Prion Protein
scheint eine hohere PK-Resistenz aufzuweisen als die Volllangen-Variante. Im Rahm, der
aus Milch gewonnen wurde, blieben nach PK-Verdau Banden sichtbar, die auf der Héhe der
einfach- bzw. unglykosilierten Form von PrP® liegen. Ob es sich um PrP® oder PrP™s,
welches keine deutlichen Banden-Shift zeigt, handelt, konnte mit der im Institut etablierten
Methode nicht entschieden werden. Ahnliche Beobachtungen wurden fiir Molke aus
Kolostrum sowie Rahm aus Kolostrum gemacht, wobei in der Molkefraktion vor allem die PK-
Resistenz der trunkierten Form hervorstach. Im Rahm hingegen dominierten die Banden,

welche nach PK-Verdau auf der Héhe von PrP€ stehen blieben.
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Abbildung 23a: Molke aus Milch TSE-infizierter Tiere

Spur 1: Scrapie-Schaf Medulla oblongata; Spur 2: Scrapie-Schaf Medulla oblongata +PK; Spur 3-6:
Molke BSE-infizierter Schafe; Spur 7-12: Molke Scrapie-infizierter Schafe -/+PK; geradzahlige Spuren
ohne PK, ungeradzahlige mit PK
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Abbildung 23b: Rahm aus Milch TSE-infizierter Tiere

Spur 1: Scrapie-Schaf Medulla oblongata; Spur 2: Scrapie-Schaf Medulla oblongata +PK; Spur 3-8:
Rahm BSE- bzw. Scrapie-infizierter Schafe ohne PK; Spur: 9-14: Rahm BSE- bzw. Scrapie-infizierter
Schafe mit PK; Spur 15: Rahm eines negativen Kontrollschafs mit PK; Spur 16: Rahm eines negativen

Kontrollschafs ohne PK. Schattenhafte Banden wurden mit Ovalen markiert.
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Abbildung 23c: Molke aus Kolostrum TSE-infizierter Schafe
Spur 1: Schaf Medulla oblongata; Spur 2: Schaf Medulla oblongata + PK; Spur 3: Scrapie-Schaf
Medulla oblongata; Spur 4: Scrapie-Schaf Medulla oblongata +PK; Spur 5,7,9: Molke BSE-infizierter

Tiere ohne PK; Spur 6,8,10: Molke BSE-infizierter Schafe +PK. Schattenhafte Banden wurden mit
Ovalen markiert.
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Abbildung 23d: Rahm aus Kolostrum TSE-infizierter Schafe

39 kDa
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Spur 1: Scrapie-Schaf Medulla oblongata; Spur 2: Scrapie-Schaf Medulla oblongata +PK; Spur 3-8:
Rahm Scrapie- bzw. BSE-infizierter Schafe +PK; Spur 9-15: Rahm Scrapie- bzw. BSE-infizierter
Schafe ohne PK; Rahm eines negativen Kontrollschafs ohne PK. Schattenhafte Banden wurden mit
Ovalen markiert.
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4.3.3 Ergebnisse in Milch von TSE-infizierten Schafen mittels Aufarbeitung im

PrionScreen®

Nachdem mit der selbstetablierten Methode zur Milchaufarbeitung keine endgultige Klarheit
Uber das Vorkommen von PrP™® in der Milch von TSE-infizierten Schafen gewonnen werden
konnte, wurden Proben der Tiere, die sich in irgendeiner Form als PK-resistenter gezeigt

hatten, mittels des PrionScreen®-Tests aufgearbeitet und untersucht.

Bei den VLA-Schafen sowohl der Scrapie- als auch der BSE-Gruppe wurden Proteinpellets
aus Rahm von Milch oder Kolostrum im PrionScreen® untersucht. Dabei waren alle intern
eingesetzten Negativkontrollen deutlich unter dem Cut-Off, die Positivkontrollen (Scrapie-
Hirngewebe direkt im PrionScreen® eingesetzt sowie mit Scrapie-Hirn dotiertes Kolostrum
nach Rahmaufarbeitung) reagierten positiv (Abb. 24). Die zu untersuchenden Rahmproben
aus Milch waren negativ, insgesamt 16 Kolostrumproben aus den zwei verschiedenen
Gruppen sowie die dotierten Kolostralproben reagierten positiv. (Abb. 24). Ein Uberblick,
wieviele der insgesamt untersuchbaren Proben positiv reagierten, ist Tab. 17 zu entnehmen.
Bei den Kolostrumproben der BSE-Gruppe zeigten acht von 46 eine positive Reaktion. Der
klinische Status der zugehdrigen Tiere ist dem Anhang zu entnehmen (Tab. 20). Bei den
Schafen der Scrapie-Gruppe reagierten sieben von insgesamt 10 einsetzbaren
Kolostralproben positiv. Alle diese Tiere waren auch infiziert, zeigten inzwischen bereits
klinische Symptome, wurden geschlachtet und als Scrapie-positiv getestet (s. Tab. 19 im

Anhang).
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Positive Reagenten im PrionScreen®
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Abbildung 24: Positive Reagenten des PrionScreen®

Als Positivkontrollen dienten Medulla oblongata (Med. obl.) eines Scrapie-Schafes, das direkt in den
PrionScreen® eingesetzt wurde, sowie mit Scrapie-Hirngewebe versetztes Kolostrum (im Verhaltnis
1:100 und 1:500 dotiert), das die Rahmaufarbeitung durchlief. Alle Analysenwerte wurden um den
Cut-Off bereinigt eingetragen. Einige Probenwerte lagen nur knapp tber dem Cut-Off, die meisten

jedoch Uberragen ihn deutlich. Bei allen positiven Reagenten handelte es sich um Kolostrumproben.

Tabelle 17: Ergebnisse der Milchproben von BSE- bzw. Scrapie-infizierten Schafen bei Einsatz des
aufgearbeiteten Rahms im PrionScreen®

Kategorie Eingesetzte untersuchtes Material: Positive Ergebnisse im Prion
Probenzahl Proteinpellet des Rahms aus Screen
(n)
Kolostrum Vollmilch Kolostrum Vollmilch
Scrapie 13* 10 3 7 0
BSE 108* 46 62 8 0

* Die Kolostrumprobe eines Scrapie-Schafes sowie ** 9 Proben von BSE-Schafen (6 Vollmilchproben
und 3 Kolostrumproben) konnten aus unterschiedlichen Grinden nicht im PrionScreen® untersucht
werden.
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Abbildung 25: Western-Blot der Rahmfraktion von BSE- bzw. Scrapie-infizierten Schafen

Das Pellet wurde in die PK enthaltende Homogenisierungslésung des PrionScreen® gegeben und ein
Aliquot aus der Digestionsplatte des PrionScreen® wie unter 3.4.9 erklart fir den Western-Blot (s.
3.4.7) verwendet. Die Detektion erfolgte mit 7,5 ug/ml mAK P4 und ExtrAvidin 1:3000. Spur 1:
Scrapie-Schaf Medulla oblongata mit PK; Spur: 2, 10: Rahm aus Vollmilch; Spur 3-9:Rahm aus
Kolostrum; Spur 2: SSO 758; Spur 3: SSO 758; Spur 4: DT 992; Spur 5: T 1714; Spur 6: DL 112; Spur
7: SW 1188; Spur 8: SV 2457; Spur 9: SW 1328; Spur 10: SW 1184; Spur 11: Kolostrum von
negativem Kontrollpool; Spur 12: Milch von negativem Kontrollpool; Spuren 2-6 Schafe aus BSE-
Gruppe; Spuren 7-10 Schafe aus Scrapie-Gruppe. Die Proben in Spur 5, 7, 8 und 9 hatten im
PrionScreen® positiv regiert.
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Abbildung 26: Western-Blot der Rahmfraktion von BSE- bzw. Scrapie-infizierten Schafen

Das Pellet wurde in die PK enthaltende Homogenisierungslésung des PrionScreen® gegeben und ein
Aliquot aus der Digestionsplatte des PrionScreen® wie unter 3.4.9 erklart fir den Western-Blot (s.
3.4.7) verwendet. Die Detektion erfolgte mit 7,5 pg/ml mAK P4 und ExtrAvidin 1:3000. Spur 1, 11: frei;
Spur 2 bis 8: Rahmproben von VLA-Schafen, die im PrionScreen® positiv reagiert hatten; Spur 2: DT
993 Kolostrum; Spur 3: T 1714 Kolostrum; Spur 4: SW 1188 Kolostrum; Spur 5: SV 2457 Kolostrum;
Spur 6: SW 1328 Kolostrum; Spur 7: SW 1184 Kolostrum; Spur 8: DL 10 Kolostrum; Spur 9:
Kolostrum von negativem Kontrollpool; Spur 10: Scrapie-Schaf Medulla oblongata mit PK. Die Schafe
DT 993, T 1714 und DL 10 waren mit BSE, die Schafe SW 1188, SV 2457, SW 1328, SW 1184 mit
Scrapie infiziert.

Im Western-Blot zeigten nur Proben Banden, die im PrionScreen® positiv reagiert hatten. So
waren Rahmproben aus Milch, die im PrionScreen® eingesetzt worden und negativ waren,
ebenfalls negativ im Western-Blot (Abb. 25 Spur 2 und 10) und auch die Proben aus dem
Kontrollpool sowohl von Milch als auch von Kolostrum (Abb. 25 Spur 11 und 12; Abb. 26
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Spur 9) wiesen keinerlei Banden auf. Bei einigen der Kolostralproben, die im PrionScreen®
positiv reagiert hatten, konnte man allerdings drei Banden auf Héhe von 27-35 kDa sehen,
was der Hohe der PrP°-Isoformen bei gesunden Tieren entspricht. In Abb. 25 sind diese nur
schwach, in Abb. 26 jedoch starker sichtbar. Nun handelt es sich definitionsgemal nicht um
typisches PrP™®, da der Ubliche “Bandenshift”, d.h. ein Héhenunterschied von einer nicht mit
PK verdauten zu einer PK-verdauten von 27-35 kDa zu ca. 18-29 kDa, fehlt. Wahrend die
PK-verdaute Scrapie-Hirnhomogenatkontrolle sich also auf ca. 18-29 kDa befindet, weisen
die Rahmproben aus Kolostrum Banden bei 27-35 kDa sowie teilweise eine Bande bei
14 kDa auf.
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5 DISKUSSION

Grundlage fir die in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen stellt die Dissertation von
BOESEN (2005) aus dem Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch dar. Durch die
dort beschriebene Etablierung eines Sandwich-ElAs zur Detektion des Prion Proteins in
diversen Organen der Wiederkauer, wurden die Voraussetzungen geschaffen, um in einer

Folgestudie Eutergewebe und Milch detailliert zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurde - mithilfe neuer, zum Teil optimierter Aufarbeitungsmethoden fir PrP -
die tierartlich-vergleichende Analyse des Eutergewebes und der verschiedenen
Milchfraktionen von Rind, Schaf und Ziege in EIA und Western-Blot durchgefuhrt. Daten aus
der Publikation von DIDIER et al. (2006), die die PrP®-Expression im Rindereuter
beschreiben, wurden zur besseren Darstellung der tierartlichen Unterschiede in den
Ergebnisteil dieser Arbeit aufgenommen. Zudem wurden die Ergebnisse der vom Labor von
Prof. Amselgruber im Institut fir Anatomie und Physiologie der Haustiere der Universitat
Hohenheim durchgefihrten immunhistochemischen Untersuchung bei Schaf und Ziege
eingebracht. Dadurch wurden die Erkenntnisse (iber die physiologische PrP®-Expression und
Sekretion erheblich erweitert. Die erzielten Ergebnisse kdnnten auch im Hinblick auf eine

mdgliche physiologische Funktion von PrP® im Euter von Interesse sein.

Eine weitere wichtige Bedeutung erhalt die PrP°-Expression jedoch wegen ihrer Vorlaufer-
Funktion bei der Bildung von PrP*¢. Insofern ist das Vorkommen von PrP® in Eutergewebe
und Milch bedeutend, da nur dann im Falle einer TSE-Infektion und der Ausbreitung des
infektidsen Agens bis zum Euter eine Umformung des vorhandenen PrP€ in die pathogene

Variante mdglich ware.

5.1 Detektion von PrP€ in Eutergewebe und Milch von Hauswiederkiuern

Im Folgenden soll zunachst auf die Methodik eingegangen werden, mit der Eutergewebe und
Milch auf PrP® hin untersucht wurden. Dabei wird auch diskutiert, inwiefern sie fiir die

auffalligen Ergebnisse verantwortlich sein kann.

Eine EinflussgroRe fiir die Qualitit des PrP®-Nachweises sind die verwendeten Antikdrper.
Im EIA wie auch im Western-Blot wurde der mAk P4 verwendet. Er wurde wie in Abb. 3
ersichtlich gegen ein N-terminales Epitop der ovinen PrP-Sequenz erzeugt (HARMEYER et
al.,, 1998), detektiert jedoch auch PrP bei Rind und Ziege (HARMEYER et al., 1998;
BOESEN, 2005). Hier ist jedoch zu beachten, dass sich die Proteinsequenz des Rindes im
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Bereich des P4-Epitopes durch einen Aminosaureaustausch von der des Schafes
unterscheidet — ebenso die der Ziege. Dies kdnnte die Affinitat der Bindung und somit die
Sensitivitat der verwendeten Testsysteme beeinflussen. Der mAk V5B2 wurde in seiner
Erstbeschreibung als spezifisch fiir humanes PrP*® ausgegeben (SERBEC et al., 2004). Die
Ergebnisse von BOESEN (2005) zeigten jedoch, dass dieser Antikérper in der Lage ist, PrP®
nachzuweisen — gleichermalien bei Rind, Schaf und Ziege. Die in dieser Arbeit eingesetzten
Antikorper kdnnen somit nicht der Grund sein, weshalb PrP® nur in der Milch kleiner
Wiederkauer, nicht jedoch beim Rind detektiert wird. Zumal in Eutergewebe bovines PrP°

von diesen Antikérpern detektiert wurde.

Ein auffalliges Ergebnis, bei dem die Spezifitit und Sensitivitat der Antikoérper
mdglicherweise eine Bedeutung hat, lieferte die IHC. Hier war PrP€ mit mAk L42 detektierbar
bei Schaf und Rind, nicht jedoch bei der Ziege. Wurde allerdings stattdessen mAk P4 zur
Detektion verwendet, so war auch im Eutergewebe der Ziege PrP® nachweisbar. Eine
zugrundeliegende Spezies-Spezifitat im Epitop des L42 (Abb. 3) direkt kann ausgeschlossen
werden, da es im Epitop selbst keine Aminosaureaustausche zwischen Schaf und Ziege gibt.
Allerdings ist von einigen Autoren (VACCARI et al.,, 2002; WU et al., 2004) ein

Aminosaureaustausch in unmittelbarere Nachbarschaft des Epitops beschrieben.

Wahrend der Arbeit von BOESEN (2005) eine unabhangige Methode fehlte, um die
Ergebnisse des EIA zu verifizieren, konnte dies in der vorliegenden Arbeit durch die
Etablierung des Western-Blot fir alle Milchfraktionen geleistet werden. Allerdings ist zu
bedenken, dass die jeweilige Methode durch eine unterschiedliche Sensitivitat
gekennzeichnet ist. So liegt die Nachweisgrenze eines Sandwich-EIA fur PrP bei ca. 50-100
pg/ml, die eines Western-Blots bei ca. 10 ng/ml (VOLKEL et al., 2003). Der EIA stellt somit
die ungeféahr 100-mal sensitivere Methode dar. Dies kdnnte eine mogliche Erklarung fur die
widerspriichlichen Ergebnisse zur PrP°-Expression im Rindereuter sein. So bestatigte der
EIA die Ergebnisse der Immunhistochemie, wohingegen im Western-Blot kein Nachweis des

zellularen Prion Proteins moglich war.

Ferner mussten —methodisch bedingt - fur die Immunhistochemie, den EIA und den Western-
Blot unterschiedliche Areale der Euterproben eingesetzt werden. Somit kénnte auch das

jeweilige lokale Expressionsniveau einen Einfluss auf die Testergebnisse gehabt haben.

Zur besseren Auftrennung der in Milch der kleinen Wiederkdauer entdeckten
niedermolekularen PrP®-Fragmente wurden in der vorliegenden Arbeit Tris-Tricine-Gele im
Western-Blot verwendet. Die routinemafig zur Detektion des Volllangen-Prion Protein

eingesetzten Bis-Tris-Gele bieten keine klare Auflosung im unteren Molekulargewichts-



Diskussion 75

Bereich. Mithilfe der Tris-Tricine-Gele sollte Uber eine N-terminale Sequenzierung eine
Bestimmung der trunkierten Formen nach Elution der Banden aus dem Gel erfolgen. Es
zeigte sich jedoch, dass die Banden nach einer Protein-Farbung mittels Coomasie-Blau nicht
eindeutig vom unspezifischen Proteinhintergrund der Probe zu differenzieren waren. Das
Blotten auf eine spezielle Polyvinylidendifluorid-Membran, die ebenfalls fir N-terminale
Sequenzierung geeignet ist, und die anschlieBende immunologische Detektion mittels P4
brachte ebenfalls nicht die zur Sequenzierung erforderliche Signalstarke. Somit konnte die
genaue Sequenz der trunkierten Formen und deren Zuordnung im Gesamtlangen-Protein

nicht ermittelt werden.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse lassen sich in den Kontext der aktuellen
wissenschaftlichen Literatur folgendermalen einordnen: Nachdem HORIUCHI et al. (1995)
und MOUDJOU et al. (2001) im Schaf qualitativ das Vorkommen von PrP® im Euter
beschrieben haben, zeigten DIDIER et al. (2006) fur das Rind und die in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse fir Schaf und Ziege durch den Einsatz der Immunhistochemie auch die
Lokalisation des PrP° auf zelluldrer Ebene. Es stellte sich fiir alle untersuchten Spezies
heraus, dass die Laktozyten der einzige Zelltyp der Milchdriise sind, der PrP® exprimiert.
Allerdings gibt es dabei tierart-spezifische Besonderheiten. Wahrend eine Expression beim
Rind nur in aktiv sezernierenden Zellen zu finden war, konnte das zellulare Prion Protein in
Schaf auch in nicht aktiven Zellen detektiert werden. Die fiir die PrP°-Expression im
Rindereuter widerspruchlichen Ergebnisse zwischen IHC und EIA einerseits und Western-

Blot andererseits wurden bereits oben in Zusammenhang mit der Methodik diskutiert.

Bei der Untersuchung von Ziegeneuter mittels Western-Blot fiel eine spezifische Bande bei
ca. 95 kDa auf. Hierbei kdnnte es sich aufgrund der MolekiilgroRe um ein Trimer von PrP®
handeln. Das Auftreten von Oligomeren wurde vielfach in Zusammenhang mit dem zur
Aggregatbildung neigenden PrP™® aber auch fiir rekombinantes Prion Protein sowie fiir PrP°®
beschrieben (MEYER et al., 1986; MA & LINDQUIST, 2001; MORILLAS et al., 2001;
GOVAERTS et al., 2004; DEAR et al., 2007; KRISTIANSEN et al., 2007; STROM et al.,
2007).

Die immunhistochemisch erzielten Ergebnisse in Schaf- und Ziegeneuter gaben zudem
einen ersten Hinweis auf das mégliche Vorkommen von PrP€ in der Milch. Es konnte gezeigt
werden, dass PrP® im Rahmen der apokrinen Sekretion in Vesikeln in die Milch (ibergeht.

Beim Rind war dies aufgrund der vorwiegend basolateralen Proteinexpression nicht der Fall.

Wihrend PrPC-Expression im Eutergewebe des Schafes bereits seit 1995 (HORIUCHI et al.)

belegt war, war (iber das Vorkommen von PrP€ in Milch lange Zeit keine Literatur vorhanden.
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Erst im Rahmen der Entwicklung eines EIA fiir PrP® erméglichte BOESEN (2005) auch die
Untersuchung der obengenannten Matrix. Sie konnte PrP° in Vollmilch von Rind, Schaf und
Ziege nachweisen. Diese Ergebnisse konnten, soweit es Schaf und Ziege betrifft, durch die
in dieser Arbeit ermittelten Daten in Magermilch und Molke bestatigt werden. Auf den ersten
Blick nicht stimmig erscheint dabei zunachst die Tatsache, dass die in der Molke ermittelten
EIA-Daten in den meisten Fallen die in Magermilch detektierten Werte Ubertrafen.
Magermilch ist aufgrund der noch vorhandenen Kaseine die proteinreichere Milchfraktion
und eine Kaseinfallung hatte eigentlich eine Verminderung des PrP®-Gehaltes zur Folge
haben missen. Eine mogliche Erklarung fir dieses Phdnomen kdnnte sein, dass durch die
Fallung der Kaseinfraktion Proteine, die den PrP®-Nachweis in Magermilch erschweren,

eliminiert worden sind.

Im Gegensatz zu Schaf- und Ziegenmilch konnte in keiner Probe der untersuchten Kuhmilch
mit den hier beschriebenen immunchemischen Methoden PrP® detektiert werden. Damit
stehen die hier vorgelegten Ergebnisse in Kontrast zu kiirzlich erschienenen Publikationen
(FRANSCINI et al., 2006; MADDISON et al., 2007). In ihnen wurde PrP® in Kuhmilch
nachgewiesen und zwar in einer ungefahr finffach grofleren Menge als in Ziegenmilch
(FRANSCINI et al., 2006). Diese Divergenz besonders in Bezug auf Kuhmilch Iasst sich vor
allem durch ein unterschiedliches methodisches Herangehen erklaren. So hat die von
FRANSCINI et al. (2006) beschriebene Verwendung der PrioTrap® Adsorptionsmatrix eine
starke Aufkonzentrierung der urspringlichen Proben zur Folge, wodurch die
Nachweisgrenze der Detektion vermutlich deutlich gesenkt werden kann. Die Autoren
machen jedoch keine Angabe zum Faktor der Aufkonzentrierung. Ferner geht aus der
Veroffentlichung von FRANSCINI et al. (2006) nicht genau hervor, welche Milchfraktion far
die Detektion verwendet wird. Bei MADDISON et al. (2007) handelt es sich eindeutig um
Magermilch. Eine Erfassung des PrP®-Vorkommens getrennt nach den unterschiedlichen
Milchfraktionen — wie hier vorgelegt- erfassen beide Arbeiten nicht. Weshalb PrP® in
Rohmilch von Kiihen mit der beschriebenen Methodik nicht nachweisbar war, jedoch deutlich
bei Schaf und Ziege, scheint aufgrund des Vergleichs mit den Ergebnissen anderer Autoren
mit der offenbar tierartbedingten Menge am ehesten erklarbar. Fir Kuhmilch wird sie von
FRANSCINI et al. (2006) auf ungefahr 200 pg/ ml geschatzt. Auffallig ist, dass sowohl
FRANSCINI et al. (2006) als auch MADDISON et al. (2007) in homogenisierter,
pasteurisierter oder ultrahocherhitzer Kuhmilch noch PrP® feststellen konnten. PrP® scheint
folglich einer gewissen Hitzebehandlung gut standzuhalten und auch nach einer dadurch
verursachten Reduktion (MADDISON et al.,, 2007) noch durch die von den Autoren

beschriebenen Methoden nachweisbar zu sein.
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Die Untersuchung im Western-Blot verdeutlichte neben der im EIA gefundenen tierart-
spezifischen Signalstarke auch ein unterschiedliches Bandenmuster flr das zelluldre Prion

Protein in kleinen Wiederkauern.

Auffallig waren die beiden im Western-Blot dargestellten trunkierten Formen bei ca. 8 bzw.
14 kDa in Magermilch, Molke und teilweise auch in somatischen Zellen bei Schaf und Ziege.
Es durfte sich bei ihnen um N-terminale Teilfragmente des Prion Proteins handeln, da der
verwendete mAk P4 gegen eine N-terminale Sequenz des Prion Proteins gerichtet ist. In der
Literatur wird vereinzelt von trunkierten Formen berichtet. CHEN et al. (1995) beschrieben C-
terminale Fragmente in gesunden und CJD-Gehirnen. Ebenso wurden PrP®-Fragmente in
Cerebrospinalflissigkeit (TAGLIAVINI et al., 1992), Serum (PARIZEK et al., 2001) und
Blutplattchen des Menschen (PERINI et al., 1996) beschrieben. Auflerdem konnten
ECROYD et al. (2004) verschiedene trunkierte Formen im Seminalplasma sowie in der
Nebenhodenflissigkeit von Schafbécken nachweisen. Auch in Milch wurden durch
MADDISON et al. (2007) drei N-terminale Fragmente mit Grofien zwischen 4 und 10 kDa
detektiert. Dazu dienten die mAk AG4, SAF32 und P4, wobei nur letzterer alle Fragmente
erkannte. Da mAk P4 auch im Rahmen dieser Arbeit zur Detektion im Western-Blot
eingesetzt wurde, konnte die 8-kDa-Form identisch mit einer der drei von MADDISON et al.
(2007) beschrieben Formen sein.

Einen weiteren, zum Teil unklaren Befund, lieferten die divergierenden Ergebnisse zum
PrP°-Gehalt in den somatischen Zellen der Milch. Diese lassen keine tierartlich
vergleichende Aussage zu. Die Verlaufsuntersuchung Uber die gesamte Laktationsperiode
im Schaf zeigte, dass PrP® in dieser Fraktion nicht zu allen Untersuchungszeitpunkten
detektierbar war. Da es sich bei den somatischen Zellen der Milch nicht um eine einheitliche
Zellfraktion handelt und die Zusammensetzung sowie der Aktivierungsstatus der Zellen stark
von der Laktationsphase und dem aktuellen Gesundheitsstatus der Milchdriise abhangen
(OSTENSSON, 1993; LABOHM et al., 1998; LEITNER et al., 2000a; LEITNER et al., 2000b;
SCHRODER, 2003; RIVAS et al., 2006), ware dies eine mdgliche Erklarung fir die

variierenden Ergebnisse.

Vor dem Hintergrund der deutlichen tierartlichen Unterschiede bezliglich des Vorkommens
von PrP® in der Milch soll nun versucht werden, die mdgliche physiologische Bedeutung
dieses Proteins in der Milchdrise zu erlautern. Hierbei bietet die aus der Literatur bekannte
Rolle von PrP® beim Transport von zweiwertigen Kationen (LASMEZAS, 2003) einen
wichtigen Ansatz. Es konnte gezeigt werden, dass die zellulare Form des Prion Protein nicht
nur Kupferionen (BROWN et al.,, 1997; BROWN et al., 2001) sondern auch weitere
zweiwertige Metallionen wie Kalzium, Zink und Mangan mit geringerer Affinintat (JACKSON
et al.,, 2001; LEACH et al., 2006) bindet. Zudem wurde der Einfluss von PrP® auf die
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Regulation des freien intrazellularen Kalziums (WHATLEY et al., 1995; BRINI et al., 2005)
bzw. der Kalziumkonzentration im Endoplasmatischen Retikulum (HETZ et al., 2003) durch
verschiedene Ansatze gezeigt. Vergleicht man die Milchinhaltsstoffe der in dieser Arbeit
untersuchten Spezies, so findet man vor allem im Bereich der Mineralstoffe und
Spurenelemente deutliche tierartliche Unterschiede, wie Tab. 18 zu entnehmen ist.
Schafmilch zeigt den héchsten Gehalt aller im Hinblick auf eine mégliche Bindung an PrP®
relevanten zweiwertigen Kationen. Es kann somit vermutet werden, dass PrP° eine Rolle
beim Mineralstoff- und Spurenelement-Transport in die Milch spielt. Eine weitere
Beobachtung, die diese Hypothese stiitzt, ist der Langzeit-Untersuchung der PrP®-Gehalte
im Schaf Uber die gesamte Laktationsperiode. Deutlich erhdhte Werte im EIA konnten vor
allem in der Hochlaktation beobachtet werden, wenn aufgrund der erheblichen Milchmenge

der Bedarf an Mineralstoffen und Spurenelementen entsprechend grol} ist.

Tabelle 18: Inhaltsstoffe in Wiederkduermilch nach SOUCI, FACHMANN & KRAUT (2005):

Stoffname Einheit Durchschnittlicher Gehalt je 100 g Milch von

Hauptbestandteile Rind Schaf Ziege
Wasser g 87,2 82,7 86,6
Protein (N X 6,25) g 3,26 5,16 3,61
Fett g 3,78 6,26 3,92
verwertbare Kohlenhydrate g 4,70 4,70 4,20
Mineralstoffe insgesamt g 0,74 0,86 0,79
Ausgewadhlte Mineralstoffe
Kalzium mg 120 183 127
Mangan Mg 2,5 6,8 55
Kupfer Mg 10 26 11
Zink Mg 380 415 242




Diskussion 79

5.2 Methodenetablierung der Aufarbeitung von PrP im Rahm und Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Aufarbeitungsverfahren, welche es ermdglicht, die
Proteine der Rahmfraktion der immunchemischen Detektion zuganglich zu machen, etabliert
werden. Dies ist besonders im Rahmen der Prionen-Forschung von Interesse, da die
immunhistochemischen Ergebnisse gezeigt haben, dass PrP° offensichtlich in den
membranumschlossenen Lipidvesikeln der Milch vorliegen kann. Eine weitere
Arbeitshypothese der hier vorliegenden Dissertation ist, dass aufgrund seiner veranderten
biochemischen Eigenschaften (siehe 2.1.1) PrP® eventuell eher in der Fettfraktion der Milch
zu finden sein kénnte. Im Rahmen der Methodenetablierung wurde dazu ein Lipaseverdau
mit der von (BASTIAN et al., 2005) beschriebenen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Extraktion kombiniert und erfolgreich etabliert. Die obengenannte Extraktion mit organischen
Lésungsmitteln ist urspringlich vor allen zur Praparation von Nukeinsauren etabliert worden
(CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). Die nach der Phasentrennung in der organischen sowie
in der Interphase befindlichen Proteine sind allerdings ebenfalls einer weiteren Aufarbeitung
und anschlieBenden Detektion im Western-Blot zuganglich. Bei der Optimierung des
Verfahrens konnte gezeigt werden, dass die Protein- und somit die PrP®-Ausbeute deutlich
gesteigert werden konnte, wenn in Abweichung zu BASTIAN et al. (2005) zusatzlich zur
organischen Phase auch die Interphase in die Proteinfallung eingesetzt wurde. In diesem
Punkt stellte das hier etablierte System eine Verbesserung des oben zitierten Protokolls dar.
Weitere Optimierungsversuche mithilfe des Chelatbildners EDTA entsprechend der
Protokolle von WADSWORTH et al. (1999), NISHINA et al. (2004) und KUCZIUS et al.
(2007) fuhrten nicht zu einer Verbesserung der Signalstarke im Western-Blot. Aus diesem

Grunde wurde bei weiteren Arbeiten auf die Zugabe von Chelatbildnern verzichtet.

Mithilfe des neu etablierten Aufarbeitungsverfahrens war es maoglich, in der Rahmfraktion

von Schaf und Ziege PrP® nachzuweisen.

5.3 Nachweis von PrP"™® in der Milch von TSE infizierten Schafen

Bei allen Tieren aus dem TSE-Probenpool erfolgte trotz der oben erwahnten
Arbeitshypothese eine systematische Untersuchung aller Milchfraktionen (soweit
vorhanden). Neben Milchproben konnte von den meisten Tieren auch das Kolostrum
untersucht werden.

Es zeigte sich, dass das in der Molke, welche aus Milch gewonnen worden war, vorhandene
Prion Protein vollstandig PK-sensitiv war. Unterzog man jedoch Molke, die aus Kolostrum

stammte, einem PK-Verdau, so zeigte sich eine erhdohte PK-Resistenz des Prion Proteins,
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die allerdings nicht mit einem vollstandigen Banden-Shift auf die von PrP™ zu erwartende
Hohe vergesellschaftet war. Auch zeigte sich die trunkierte Form bei 8 kDa PK-resistent.
Ahnliche Beobachtungen konnten in der Proteinfraktion, die aus Rahm gewonnen wurde,
gemacht werden. Dabei machte es keinen Unterschied, ob der Rahm von Kolostrum oder

von Milch stammte.

Da die geeignete PK-Konzentration flr einen vollstdndigen Verdau von den jeweiligen
Untersuchungsbedingungen (BARNARD et al., 2000) abhangt, wurde nochmals an dieser
Einflussgrofie gearbeitet. Es wurde sowohl PK-Konzentration als auch Inkubationszeit
erhéht, doch die Banden blieben weiterhin bestehen. Eine eventuell unvollstandige PK-
Wirkung ohne Banden-Shift musste daher anderweitige Griinde haben. BUSCHMANN et al.
(1998) beschrieben eine intrinsische partielle PK-Resistenz des PrP®, die zu einem
intermediar auftretenden Fragment von 25-28 kDa fiihrte und somit PrP™® vortauschte. Da es
sich dabei um ein C-terminales Fragment handelt, in dieser Arbeit jedoch ein gegen das N-
terminale Ende des PrP® gerichteter Antikdrper verwendet wurde, konnte dieser Fall nicht

vorliegen.

Die Kolostrumproben TSE-infizierten Schafe stellten aufgrund der hohen Probenviskositat
und des hohen Fettgehaltes eine besondere Herausforderung dar. Sie konnten nicht dem
Standardprotokoll fur die Molkeféallung unterzogen werden, sondern mussten ebenfalls nach
der modifizierten Probenaufarbeitung nach BASTIAN et al. (2005) extrahiert werden. Es
wurde daher geprift, ob durch den Einsatz der organischen Losungsmittel die PK-Aktivitat
gehemmt wurde. Wurde der PK-Verdau jedoch direkt nach dem Lipase-Verdau vollzogen

und dann im Protokoll weiterverfahren, kam es zu keiner Optimierung des Ergebnisse.

Neben der erhdhten Hydrophobizitdt von PrP%¢ ist die schlechte Ldslichkeit in milden
Detergenzien (MEYER et al., 1986) ein weiteres Charakteristikum dieses Proteins. Somit ist
eine mdglichst vollstdndige Probenhomogenisierung von entscheidender Bedeutung fiir eine
optimale Detektion von PrPS¢. Da vor allem der hier verwendete Antikdrper P4 in der Arbeit
von BOESEN (2005) eine Empfindlichkeit gegen Detergenzien gezeigt hatte, konnten diese
nur in begrenztem Male in der Probenaufarbeitung eingesetzt werden. Zudem war eine
optimale Homogenisierung des gewonnen Proteinpellets kaum mdglich.

Als weitere Detektionsmethode fiir PrPS¢ kam daher der PrionScreen®-EIA zum Einsatz. Er
ist ausschliel3lich fur Hirngewebe von Rindern EU-validiert und kombiniert den Einsatz von
Detergenzien mit einer stringenten Probenhomogenisierung mittels Keramik-Beads. Der in
diesem Test eingesetzte Fang- sowie der Detektionsantikdrper weisen zudem eine hdhere
Stabilitat gegentiber den zu Homogenisierung eingesetzten Detergenzien auf. Beim Einsatz

des aufgearbeiteten Rahms im PrionScreen® reagierten 7 von 13 Milchproben aus der
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Scrapie-Gruppe und 8 von 108 Milchproben aus der BSE-Gruppe positiv. Bei den positiven
Reagenten handelt es sich ausnahmslos um Kolostrumproben. Sie entsprechen einem Anteil
von ca. 26 % der insgesamt im PrionScreen® untersuchten Kolostrumproben. Als
zusatzliche Kontrolle wurde mit Rahmproben gearbeitet, die zuvor mit Hirnhomogenat eines

Scrapie-Schafes dotiert worden waren. Auch sie reagierten deutlich positiv.

Bei den meisten untersuchten Schafen ist mittlerweile eine TSE-Erkrankung belegt. Das aus
dem PrionScreen® verbleibende Probenaliquot wurde anschlieRend zur Bestatigung der
Ergebnisse im Western-Blot verwendet. Dabei zeigte sich bei den infizierten Tieren
wiederum ein Bandenmuster, welches auf der Héhe des zellularen Prion Proteins verlief. Die
Kontrollreaktion mit einem unspezifischen Primarantikérper konnte jedoch nicht einwandfrei
die Spezifitdt der Banden zeigen. Uber ein dhnliches Phanomen in der Zellfraktion von
Kolostralmilch berichteten EVEREST et al. (2006). In der aktuellen Diskussion gehen die
Vermutungen derzeit dahin, dass eine unspezifische Bindung an Fragmente der leichten
Ketten von Immunglobulinen fir diese unspezifische Hintergrundreaktion verantwortlich sein

kénnte (Prof. Dr. Martin Groschup — persénliche Mitteilung).
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5.4 Ergebnisse bei klinisch erkrankten BSE Rindern

Im Eutergewebe von BSE-Kiihen konnte mittels Immunhistochemie kein PrP™° detektiert
werden. Dies kontrastiert in gewisser Weise die Ergebnisse von LIGIOS et al. (2005).
Allerdings ist zu beachten, dass sich die zitierte Studie auf Scrapie-infizierte Schafe mit
gleichzeitig vorliegender Mastitis bezieht. Zudem wurde PrP*® nur in den lymphoiden

Strukturen der Milchdrise nicht aber in den Laktozyten nachgewiesen.

Auch in Magermilch, Molke und Zellen von BSE-Kiihen fand sich kein PrP™®. Da kein Rahm
zur Verfligung stand, fehlt somit eine Fraktion (s. 5.1, 5.2) um eine Gesamtaussage Uber das
Vorkommen von PrP™® in Milch von BSE-Kihen zu treffen. Erstaunlicherweise reagierte die
Kaseinfraktion der Tiere im PrionScreen® positiv, wahrend sich bei Untersuchungen von
gesunden Schafen nur verhaltnismaRig wenig PrP® in dieser Fraktion mittels EIA
nachweisen lie und dies nicht bei allen Tieren (BOESEN, 2005; s. 4.1.2.3). Eine Abklarung
dieses Ergebnisses, insbesondere im Hinblick auf unspezifische Reaktionen, war jedoch

nicht moglich.

5.5 FAZIT

Die Ergebnisse von den klinisch gesunden Tieren lieferten erstmals einen umfassenden und
tierartlich vergleichenden Einblick in die Expression des zelluldren Prion Protein im Euter
unserer Hauswiederkduer. Zudem konnte eine Sezernierung des Proteins mit der Milch
nachgewiesen werden. Eine derart umfassende Untersuchung der verschiedensten
Milchfraktionen sowie eine Langzeitstudie Uber eine komplette Laktationsperiode hinweg

sind in der Literatur nicht beschrieben.

Unter Einbeziehung der bislang bekannten biochemischen und molekularen Eigenschaften
von PrP%® wurde anschlieRend die Milch und das Eutergewebe von TSE-infizierten Schafen
untersucht. Es konnte kein schliissiger Beweis erbracht werden, dass PrP™ in der Milch
bzw. im Kolostrum vorliegt. Dennoch kann aufgrund der veranderten PK-Empfindlichkeit der
Proben von TSE-Tieren abschlieRend nicht ausgeschlossen werden, dass hier eine
Veranderung auf Proteinebene stattgefunden hat. Aufgrund des geringen Probevolumens,
das im Rahmen dieser Arbeit zur Verfligung stand, konnten jedoch keine weiteren
Untersuchungen im Hinblick auf die Spezifitat der PK-resistenten Bande durchgefiihrt
werden. Ebensowenig konnte Material flir einen Bioassay gewonnen werden, um

schlussendlich eine Aussage (ber die potentielle Infektiositdt der Proben treffen zu kénnen.



Diskussion 83

Hierbei stellt die aus dem Rahm gewonnene Proteinfraktion den mit Sicherheit

interessantesten Teil der Proben dar.

Allerdings muss betont werden, dass die Laktozyten, die den IHC-Resultaten zufolge das
PrP® bilden und in die Milch abgeben, nicht innerviert sind (siehe Kapitel 2.3.4). Insofern fehlt
der Weg Uber periphere Nerven fir eine Ausbreitung vom ZNS zum Euter bei TSE-infizierten
Tieren. Die bleibenden theoretisch moglichen Ubertragungswege stellen somit das Blut und
die Lymphe dar, auf deren Mdglichkeit als Ubertrager bereits in Kap. 2.3.3 eingegangen

wurde.

Insgesamt ist in Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse das Vorkommen von Prion-

Infektiositat in Milch und Euter als eher unwahrscheinlich zu beurteilen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit untersuchte im ersten Teil tierart-vergleichend das Vorkommen von
PrP° bei Hauswiederkduern in Eutergewebe und in den verschiedenen Milchfraktionen. Dies
erfolgte mittels EIA und Western-Blot sowie flir das Eutergewebe auch mittels
Immunhistochemie (IHC). Fir die Aufarbeitung von Rahm wurde dabei ein neues Verfahren
etabliert, durch das die Proteinfraktion des Rahms als Pellet gewonnen werden konnte. Es
fand seinen Einsatz auch im zweiten Teil bei der Untersuchung von Milch und Kolostrum
BSE- bzw. Scrapie-infizierter Schafe mittels PrionScreen® und Western-Blot. Auch das

Eutergewebe und die Milchfraktionen von drei BSE-Kihen wurden untersucht.

Im Eutergewebe vom Rind war PrP®-Expression mittels EIA und IHC mit individuellen
Unterschieden nachweisbar, nicht jedoch mittels Western-Blot. Bei den Kkleinen
Wiederk&uern hingegen lieR sich PrP® mit allen drei verwendeten Methoden darstellen. In
der IHC zeigte sich, dass die Expression das gesamte Zytoplasma der Laktozyten umfasste
und PrP%haltige Vesikel ins Alveolarlumen abgeschniirt wurden. Beim Rind dagegen

beschrankte sich die PrP® Expression auf basolaterale Abschnitte der Laktozyten.

In Kuhmilch konnte - im Gegensatz zu kiirzlich erschienenen Publikationen - kein PrP°
detektiert werden. Die kleinen Wiederkauer zeigten jedoch eine individuelle und - wie anhand
des Laktationszyklus eines Schafes nachvollziehbar - laktationsphasen-abhangige PrP®-
Expression in den Milchfraktionen Magermilch, Molke und somatische Zellen. Neben den
vom Hirngewebe bekannten drei Isoformen (zweifach-, einfach- und unglykosyliert) waren im
Western-Blot mit mAk P4 zwei trunkierte Formen auf Hohe von ca. 8 und 14 kDa darstellbar.
Dabei handelt sich vermutlich um N-terminale Fragmente. In Kasein war nur bei einigen
Schafen PrP® im EIA nachweisbar. Rahm konnte aufgrund seiner Aufarbeitung mittels
Detergentien nur im Western-Blot untersucht werden. Es zeigten sich bei Schaf und Ziege

dieselben PrP®- Banden wie in den bereits beschriebenen Milchfraktionen.

Bei den Proben TSE-infizierter Schafe zeigte sich sowohl bei Rahm aus Milch als auch bei
Rahm und Molke aus fettreichem Kolostrum, die eine ahnliche Aufarbeitung erfuhren, PK-
resistente Banden. Diese Banden zeigten sich auf Hohe der drei Volllangen-Isoformen sowie
der 8-kDa-Form. Eine Abklarung erfolgte im PrionScreen®-EIA durch Einsatz der aus Rahm
gewonnenen Proteinpellets. Darin reagierten sieben von 13 Milchproben der Scrapie-Tiere
und acht von 108 der BSE-Schafe positiv. Dabei handelte es sich durchweg um
Kolostrumproben (etwa 26 % der untersuchten Kolostrumproben). Auch im anschlielenden

Western-Blot mit einem Aliquot aus der Digestionsplatte des PrionScreen® zeigten sich bei
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einem Teil der positiven EIA-Reagenten Banden auf PrP®-Héhe. Durch die Kontrolle mit
einem unspezifischen Primarantikdrper konnte nicht eindeutig gezeigt werden, ob die
Banden PrP-spezifisch sind. Ein ahnliches Phdnomen bei somatischen Zellen aus Schaf-
Kolostrum ist von EVEREST et al. (2006) bekannt. Man muss daher davon ausgehen, dass
es sich um eine unspezifische Reaktion des Kolostrums handelt. Rahm aus Milch reagierte

im PrionScreen® eindeutig negativ, ebenso Molke aus Milch im Western-Blot.

Die Eutergewebeproben der drei BSE-Klhe reagierten negativ in EIA, Western-Blot und IHC.
Auch in ihrer Magermilch war kein PrP™° detektierbar. Die Kaseinfraktion reagierte positiv im
PrionScreen®, wobei eine unspezifische Reaktion jedoch nicht ausgeschlossen werden

konnte.

Obwohl die Untersuchungen an klinisch gesunden Tieren gezeigt haben, dass PrP°® als
Replikationsmatrix fiir die Bildung von PrP% im Euter und der Milch vorhanden ist, brachten
die Analysen der TSE-infizierten Tiere letztlich keinen Beweis fiir das Vorkommen von PrP™®
in Milch. Lediglich im Kolostrum von TSE-infizierten Schafen zeigten sich untypische PK-
resistente Formen. Eine Gefahrdung des Verbrauchers durch Milch und Milchprodukte ist

daher mit groRter Wahrscheinlichkeit nicht gegeben.
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SUMMARY

Study on the occurance of prion proteins in mammary gland tissue and milk of

ruminants

The present thesis comparatively analysed in its first part occurance of PrP® in udder tissue
and milk fractions of domestic ruminants. This was done by the means of EIA, western blot
analysis and for mammary gland tissue also by immunohistochemistry (IHC). For cream
clean-up, a new method was established which allowed to gain the protein fraction of cream
as pellet. It was also used in the second part for analysis of milk and colostrum derived from
BSE or Scrapie infected sheep by PrionScreen®-EIA and western blot. Mammary gland

tissue and milk fractions of three BSE cows have also been examined.

In mammary gland tissue of cattle, PrP® expression was detectable by EIA and IHC, showing
individual differences, but not by immunoblot. In the small ruminants, however, PrP® was
traceable by all three methods applied. IHC displayed, that PrP® expression comprised the
complete cytoplasm and PrP° positive particles were secreted into the gland’s lumen. In

contrast, PrP® expression in cattle was only localized at basolateral parts of the lactocytes.

In cow’s milk, PrP® was not detectable - in contrast to recenty published papers. In small
ruminants however, there was an individual and lactation state dependent PrP® expression —
as shown by a follow-up study during the lactation period of one sheep - visible in the milk
fractions skimmed-milk, whey and somatic cells. In addition to the three known isoforms from
cerebral tissue (bi-, single and unglycosylated) two truncated forms at the level of about 8
and 14 kDa could be demonstrated in western blot by mAb P4. Presumably, they are N-
terminal fragments. In casein, PrP® was detactable by EIA only in some sheep. Cream could
only be analysed by immunoblot because of its clean-up with detergents. In sheep and goat,

the same PrP° bands were visible as in the above described milk fractions.

The samples of TSE infected sheep showed after PK digestion residual bands both in cream
of milk and in cream and whey of rich colostrum, which underwent a similar treatment. These
residual bands appeared at the level of the three common full length PrP€ isoforms and the
8-kDa-form in immunoblot. For clarification, protein pellets obtained from cream clean-up
were analysed by PrionScreen®-EIA resulting in 7 of 13 positive milk probes of scrapie and 8
of 108 positive probes from BSE-sheep. Positive results could solely be seen in colostrum
samples, alltogether about 26 % of the analysed colostrum. In western blot prepared from an

aliquot of the PrionScreen® digestion plate, part of the EIA-positive samples showed bands
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at the molecular weight of PrP° as well. It could not be definitely shown that bands are PrP-
specific by re-examination with an unspecific primary antibody. A similar phenomenom has
been described by EVEREST et al. (2006) in somatic milk cells from ovine colostrum. It is
therefore probable that the positive results are based upon an unspecific reaction of
colostrum. A clearly negative reaction was seen in milk derived cream and whey by

PrionScreen® and western blot.

The samples of udder tissue of three BSE cows arised negative results by EIA, immunoblot
and IHC. In skimmed-milk, no PrP™® was detectable. The casein fraction showed a positive

reaction in PrionScreen® which however could not be confirmed.

Although the present study on clinically healthy animals reveals that PrP¢ as replication
matrix for PrP®¢ forming is present in mammary gland and milk, analysis of TSE animals did
not reveal final proof for presence of PrP™® in milk. Only for colostrum of TSE-infected sheep,
it cannot be totally rouled out that it contains PK resistant forms. A risk forthe consumer by

consumption of milk and milk products is therefore not given with the utmost probability.
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8 ANHANG

Tabelle 19: Ubersicht tiber die gelieferten Proben und Untersuchungsergebnisse der Scrapie-Gruppe

Proben- Material Bemerkung infiziert Status Ergebnisse
Nr.
Western-Blot Western- PrionScreen® | Western-Blot
Molke Blot Rahm Rahm Rahm nach
PrionScreen®
SV 2340 Kolostrum sehr dickflissig ja klinisch erkrankt; fraglich fraglich positiv n. d.
getotet; IHC positiv
SV 2457 Kolostrum sehr dickflissig; ja klinisch erkrankt; n. d. fraglich positiv fraglich
keine Molke, geronnen getotet; IHC positiv
SW 1174 Kolostrum sehr dickflissig, kaum ja klinisch erkrankt; negativ negativ positiv n.d.
Rahmschicht getotet; IHC positiv
SW 1184 Kolostrum ja klinisch erkrankt; fraglich fraglich positiv fraglich
getotet; IHC positiv
SW 1184 Milch ja klinisch erkrankt; fraglich negativ negativ negativ
getotet; IHC positiv
SW 1188 Kolostrum ja klinisch erkrankt; fraglich fraglich positiv fraglich
getotet; IHC positiv
SW 1220 Kolostrum rétlich ja klinisch erkrankt; negativ negativ negativ n. d.
getotet; IHC positiv
SW 1245 Kolostrum zahflussig ja klinisch erkrankt; fraglich fraglich negativ n. d.
getotet; IHC positiv
SW 1313 Kolostrum sehr dickflissig, keine ja klinisch erkrankt; n. d. n.d. n. d. n. d.
Rahmschicht, keine getotet; IHC positiv
Molkeféllung mdglich
SW 1314 Kolostrum sehr dickflissig ja klinisch erkrankt; n. d. fraglich positiv n.d.
getdtet; IHC positiv
SW 1318 Kolostrum keine Molke, geronnen ja klinisch erkrankt; n. d. fraglich negativ n. d.
getotet; IHC positiv
SW 1318 Milch ja klinisch erkrankt; fraglich n.d. negativ n. d.
getotet; IHC positiv
SW 1326 Milch ja klinisch erkrankt; fraglich n.d. negativ n. d.
getotet; IHC positiv
SW 1328 Kolostrum zahflissig ja klinisch erkrankt; fraglich fraglich positiv negativ
getotet; IHC positiv
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Tabelle 20: Ubersicht (iber die gelieferten Proben und Untersuchungsergebnisse der BSE-Gruppe

Proben-Nr. Material Bemerkung infiziert Status Ergebnisse
Western-Blot | Western-Blot | PrionScreen® | Western-Blot
Molke Rahm Rahm Rahm nach
PrionScreen®

DL 1 Kolostrum sehr dickfllissig ja fraglich fraglich positiv n. d.

DL 1 Milch ja negativ fraglich negativ n. d.

DL 9 Milch ja negativ negativ negativ n. d.

DL 10 Kolostrum Vollmilch sehr zah- ja fraglich fraglich positiv fraglich

flissig, fast keine
Molke abnehmbar
DL 10 Milch ja negativ n. d. negativ nicht
auswertbar

DL 12 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n. d.

DL 18 Kolostrum ja fraglich fraglich negativ n. d.

DL 18 Milch ja negativ negativ negativ n. d.

DL 19 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n. d.

DL 19 Milch ja fraglich negativ negativ n. d.

DL 20 Kolostrum sehr dickflissig ja fraglich fraglich n.d n.d

DL 20 Milch ja negativ negativ negativ n. d.

DL 22 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n. d.

DL 22 Milch ja negativ negativ n.d n.d

DL 29 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n. d.

DL 29 Milch ja negativ negativ negativ n. d.

DL 32 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n. d.

DL 32 Milch ja negativ negativ negativ n. d.

DL 37 Kolostrum ja negativ n. d. negativ n. d.

DL 37 Milch ja negativ negativ negativ n. d.

DL 40 Kolostrum fast keine Molke- ja fraglich n. d. negativ n. d.

féllung mdglich
DL 40 Milch ja fraglich nicht negativ n. d.

auswertbar
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Proben-Nr. Material Bemerkung infiziert Status Ergebnisse
Western-Blot | Western-Blot | PrionScreen® | Western-Blot
Molke Rahm Rahm Rahm nach
PrionScreen®
DL 43 Kolostrum ja durch Unfall negativ n. d. negativ n. d.
verletzt; getotet
DL 43 Milch ja durch Unfall negativ fraglich n.d n.d
verletzt; getotet
DL 46 Kolostrum ja fraglich n. d. positiv n.d
DL 46 Milch deutlicher ja negativ nicht negativ n.d
Bodensatz auswertbar
DL 50 Kolostrum ja negativ n. d. negativ n.d
DL 50 Milch ja negativ negativ n.d n.d
DL 53 Kolostrum ja negativ n. d. negativ nicht
auswertbar
DL 53 Milch ja negativ negativ negativ n.d
DL 58 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n.d
DL 58 Milch ja negativ negativ negativ n.d
DL 63 Milch ja negativ negativ negativ n.d
DL 66 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n.d
DL 66 Milch ja fraglich fraglich n.d n.d
DL 67 Kolostrum ja nicht n. d. negativ nicht
auswertbar auswertbar
DL 67 Milch Vollmilch braunlich; ja fraglich fraglich negativ n.d
fast keine Molke-
fallung moglich
DL 71 Milch ja negativ fraglich negativ n.d
DL 74 Milch ja negativ negativ negativ n.d
DL 76 Milch ja negativ fraglich negativ n.d
DL 82 Milch ja negativ negativ negativ n.d
DL 85 Kolostrum Vollmilch rétlich ja negativ n. d. positiv n.d
DL 85 Milch ja negativ negativ negativ n.d
DL 88 Kolostrum ja fraglich fraglich negativ nicht
auswertbar
DL 88 Milch ja fraglich fraglich negativ n.d
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Proben-Nr. Material Bemerkung infiziert Status Ergebnisse
Western-Blot | Western-Blot | PrionScreen® | Western-Blot
Molke Rahm Rahm Rahm nach
PrionScreen®

DL 93 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n.d

DL 93 Milch ja negativ fraglich negativ n.d

DL 96 Milch ja negativ negativ negativ n.d

DL 98 Milch ja negativ negativ negativ n.d

DL 106 Kolostrum ja fraglich negativ negativ nicht
auswertbar

DL 106 Milch ja fraglich fraglich negativ nicht
auswertbar

DL 112 Kolostrum keine Molke, ja n.d. fraglich negativ negativ

geronnen
DL 112 Milch Vollmilch leicht ja negativ fraglich n.d. n.d
blutig; kein blutiger
Bodensatz nach
Zentrifugation

DL 114 Milch ja negativ fraglich negativ n.d

DL 116 Milch ja negativ negativ negativ n.d

DL 117 Milch ja negativ negativ negativ n.d

DL 122 Milch ja negativ negativ negativ n.d

DT 005 Kolostrum ja nicht n. d. positiv nd

auswertbar
DT 005 Milch ja negativ negativ negativ n.d
DT 007 Kolostrum ja nicht n. d. negativ nd
auswertbar

DT 007 Milch ja negativ fraglich negativ n.d

DT 008 Kolostrum ja klinisch fraglich fraglich negativ n.d

DT 008 Milch ja klinisch fraglich negativ negativ n.d

DT 63 Kolostrum ja fraglich fraglich negativ n.d

DT 63 Milch ja negativ fraglich negativ n.d

DT 90 Kolostrum ja klinisch; IHC fraglich n. d. negativ n.d

positiv
DT 90 Milch ja klinisch; IHC negativ negativ negativ n.d
positiv
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Proben-Nr. Material Bemerkung infiziert Status Ergebnisse
Western-Blot | Western-Blot | PrionScreen® | Western-Blot
Molke Rahm Rahm Rahm nach
PrionScreen®
DT 150 Kolostrum ja klinisch; IHC fraglich n. d. negativ n.d
fraglich
DT 150 Milch ja klinisch; IHC negativ n. d. negativ nd
fraglich
DT 176 Kolostrum fast keine ja klinisch; IHC negativ negativ negativ nd
Molkefallung positiv
maoglich
DT 176 Milch ja klinisch; IHC negativ n. d. negativ n.d
positiv
DT 230 Kolostrum ja klinisch; IHC fraglich n. d. negativ n.d
positiv
DT 236 Kolostrum fast keine ja klinisch; IHC negativ n. d. negativ n.d
Molkeféallung positiv
maoglich
DT 992 Kolostrum ja klinisch; IHC fraglich fraglich negativ negativ
positiv
DT 992 Milch ja klinisch; IHC fraglich fraglich negativ n.d
positiv
DT 993 Kolostrum ja klinisch; IHC fraglich fraglich positiv fraglich
positiv
DT 993 Milch ja klinisch; IHC negativ fraglich n.d n.d
positiv
DT 995 Kolostrum ja negativ negativ n.d
DT 995 Milch ja fraglich fraglich negativ n.d
DT 996 Kolostrum ja klinisch; IHC fraglich n. d. negativ n.d
positiv
DT 998 Milch ja negativ negativ negativ nicht
auswertbar
K 462 Kolostrum nein fraglich n. d. negativ n.d
K 462 Milch nein negativ negativ negativ n.d
K 514 Milch nein negativ negativ negativ n.d
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Proben-Nr. Material Bemerkung infiziert Status Ergebnisse
Western-Blot | Western-Blot | PrionScreen® | Western-Blot
Molke Rahm Rahm Rahm nach
PrionScreen®
SSO 748 Kolostrum nein klinisch negativ n. d. negativ n.d
verdachtig
SSO 748 Milch nein klinisch negativ n. d. negativ n.d
verdachtig
SS0 751 Milch ja negativ fraglich negativ n.d
SS0 752 Kolostrum nein fraglich fraglich negativ n.d
SS0 752 Milch nein negativ negativ negativ n.d
SS0O 753 Kolostrum ja klinisch fraglich n. d. negativ n.d
verdachtig
SSO 753 Milch ja klinisch negativ negativ negativ n.d
verdachtig
SS0 754 Kolostrum nein fraglich n. d. negativ n.d
SS0 754 Milch nein negativ fraglich negativ n.d
SS0 755 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n.d
SS0O 755 Milch ja fraglich negativ negativ n.d
SSO 758 Kolostrum nein fraglich fraglich negativ negativ
SSO 758 Milch nein fraglich negativ negativ negativ
SS0 770 Kolostrum nein fraglich n. d. negativ nicht
auswertbar
SS0 770 Milch nein fraglich fraglich negativ n.d
SSO 782 Kolostrum nein negativ n. d. negativ n.d
SSO 782 Milch nein fraglich negativ negativ n.d
SSO0 800 Kolostrum ja fraglich n. d. negativ n.d
SSO0 800 Milch ja fraglich negativ negativ n.d
SSO 802 Kolostrum ja tot aufgefunden; fraglich n. d. negativ nicht
negativ auswertbar
SSO 802 Milch ja tot aufgefunden; fraglich fraglich negativ n.d
negativ
T1713 Kolostrum nein negativ n. d. negativ n.d
T1714 Kolostrum ja fraglich n. d. positiv fraglich
T1714 Milch ja fraglich negativ negativ n.d
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Proben-Nr. Material Bemerkung infiziert Status Ergebnisse
Western-Blot | Western-Blot | PrionScreen® | Western-Blot
Molke Rahm Rahm Rahm nach
PrionScreen®
T1715 Kolostrum sehr dickflUssig, fast ja fraglich n. d. negativ nicht
keine Rahmschicht; auswertbar
fast keine Molke
T1715 Milch fast keine ja negativ fraglich negativ n.d
Rahmschicht
T1716 Milch ja negativ negativ negativ n.d
T1717 Kolostrum sehr dickflissig ja fraglich n. d. positiv n.d
T1717 Milch ja negativ fraglich negativ n.d
T1719 Kolostrum sehr dickflissig, fast nein fraglich fraglich n.d. n.d.
keine Rahmschicht
T1722 Milch nein negativ negativ negativ n.d
T1723 Kolostrum nein fraglich n. d. negativ n.d
T1723 Milch sehr dickflissig, fast nein negativ nicht negativ n.d
keine Rahmschicht; auswertbar

fast keine Molke
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