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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) wurde erstmal 1920 und 1921 von Creutzfeldt
und Jakob als ,eine eigenartige Erkrankung des Zentralnervensystems® (Creutzfeldt
1920, S. 1; Jakob 1921, S. 147) beschrieben. Es handelt sich um eine Form der
seltenen neurodegenerativen, transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSE),
die durch neuronalen Untergang, Astrozytose und spongiforme Veranderungen des
Gehirns gekennzeichnet sind. Sie kommen sowohl bei Mensch als auch Tier vor.
1982 wurde von Prusiner der Begriff Prionerkrankung ([engl.] prion: proteinaceous
infectious particle) definiert (Prusiner 1982). Zu TSEs gehdren neben der
sporadischen CJK (sCJK) u. a. das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom
(GSS), letale familiare Insomnie (FFI), variante Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJK),
ebenso wie die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE), chronic wasting disease
(CWD) und Scrapie.

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ist mit einer Inzidenz von 1-2/1 Millionen Einwohner
weltweit selten und tritt beim Menschen in 84 % der Falle sporadisch, sowie in etwa
10% der Falle familiar auf (Ladogana et al. 2005). Daneben sind iatrogene Formen
(ICJK), sowie die mit BSE-assoziierte Variante der CJK (vCJK) bekannt (Brown et al.
2000, Will et al. 1996). Die sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit tritt im mittleren
und hohen Alter auf, typischerweise zwischen der sechsten und siebten
Lebensdekade (Ladogana et al. 2005) und endet nach einer durchschnittlichen
Uberlebensdauer von 7 Monaten (Pocchiari et al. 2004) stets letal bei einer
weltweiten Mortalitatsrate von 1,39 auf eine Millionen Einwohner (Ladogana et al.
2005). Die definitive Diagnose der sCJK kann bislang nur postmortem durch den
Nachweis des pathologischen Prionproteins im Gehirn gestellt werden (Budka et al.
1995, Kretzschmar et al. 1996). Es wurden jedoch klinische Diagnosekriterien
etabliert, die eine pramortale Diagnose der sCJK wahrscheinlich machen (WHO
1998). Eine kausale Therapie der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit ist bis zum heutigen
Zeitpunkt nicht bekannt.
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1.2 Das Prionprotein

Verantwortlich fir das Auftreten der CJK sind die sogenannten Prionen, die aus
Ablagerungen einer abnormen Isoform des zellularen Prionproteins (PrP°), bekannt
als Scrapie-Variante (PrP*°), bestehen (Prusiner et al. 1984). Das PrP*° unterscheidet
sich vom physiologischen, zellularen Prionprotein (PrP°) durch eine hohe Anzahl an
B-Faltblattern in der Tertiarstruktur, verminderter Loslichkeit in Detergenzien,
erhohter Aggregationstendenz und einer relativ hoheren Resistenz gegenuber
Proteolyse (Meyer et al. 1986, Oesch et al. 1985). Das zellulare Prionprotein (PrP°)
hingegen hat eine Tertiarstruktur reich an a-Helices. Die Funktion des physiologisch
in Neuronen stark exprimierten Glykoproteins PrP° ist noch unklar. Mdglicherweise
spielt es eine Rolle bei der synaptischen Ubertragung (Parchi und Gambetti 1995).
Die posttranslationale Konformationsanderung von a-Helices in p-Faltblatter ist
entscheidend in der Entstehung von PrP* und somit in der Pathogenese von
Prionkrankheiten (Pan et al. 1993). Hypothesen zur Atiologie der sporadischen Form
der CJK beinhalten die horizontale Transmission, d.h. Infektion, die zunachst als
Zeichen einer viralen Atiologie interpretiert wurde (Gajdusek und Gibbs 1968, Gibbs
und Gajdusek 1971), somatische Mutationen des offenen Leserahmens ([engl.] open
reading frame, ORF) des Prionproteingens (PRNP) und spontane Konversion der a-
Helices in p-Faltblatter (Prusiner 1989). Auch nicht-zufallige, altersabhangige

Abnormalitaten des Prionproteinmetabolismus werden ursachlich diskutiert.

Die sporadische Form der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit zeigt eine grolle
phanotypische Heterogenitat. Sie beruht erstens auf wirtsunabhangigen
Eigenschaften des PrP*° und zweitens auf wirtsabhdngigen molekulargenetischen
Faktoren (Parchi et al. 1996). Beide Variablen tragen zur Einteilung der sCJK-

Patienten in sechs Subtypen bei.

1.3 PrP*°-Typen

Bei der sporadischen CJK sind zwei PrP**-Typen beschrieben (Typ 1 und Typ 2), die
unterschiedlich stark glykosylierte (di-, mono- und unglykosylierte) Isoformen

aufweisen (Parchi et al. 1996). Die zwei PrP**-Typen unterscheiden sich in ihrer
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elektrophoretischen Mobilitat und lassen sich anhand des Verhaltnisses
unterschiedlich stark glykosylierter PrP*°-Isoformen differenzieren. Die relative
molekulare Masse der bei der Elektrophorese schnellsten und damit unglykosylierten
Isoform liegt beim PrP*° Typ 1 bei 21 kDa, beim Typ 2 bei 19 kDa. Das pathologische
Prionprotein PrP*¢ akkumuliert bereits, bevor histopathologische Lasionen im Gehirn
sichtbar sind (Parchi et al. 1996). Es wurde jedoch gezeigt, dass nicht ausschlief3lich
die Menge, sondern der Typ des PrP*° den Progress der Krankheit bestimmt. So ist
der Grad an Zelldysfunktion mit nachfolgender Symptomatik beim PrP* Typ 1
deutlich schwerer als beim Typ 2 (Parchi et al. 1996), verbunden mit einer erhéhten
Sensitivitat flr 14-3-3-Protein im Liquor und flr periodische Sharp-Wave-Komplexe
(PSWC) im EEG (Heinemann et al. 2007).

1.4 PRNP-Genpolymorphismus

Das Prionprotein ist beim Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 20 als
PRNP-Gen codiert (Sparkes et al. 1986). Das Codon-129 des PRNP-Gens zeigt
einen haufigen Polymorphismus kodierend fur die Aminosauren Methionin (M) oder
Valin (V) (Owen et al. 1990), der mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) und
anschlieBender Sequenzierung der kodierenden Region bestimmt werden kann
(Windl et al. 1996). In der kaukasischen Bevdlkerung findet man Haufigkeiten von
Codon-129-Polymorphismen von etwa 37% fur MM, 51% fir MV und 12% fir VV
(Parchi et al. 1999). In der Population der Patienten mit sporadischer CJK sind
jedoch circa 90% homozygot fur Methionin oder Valin, was eine erhohte Anfalligkeit
fur sCJK bei Homozygoten, insbesondere flr Methionin-Homozygotie, an Codon-129

vermuten lasst (Ladogana et al. 2005).

1.5 Subtypen der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Der PrP*-Typ und der Genotyp an Codon-129 des PRNP-Gens beeinflussen
gravierend den Phanotyp der sporadischen Creutzfeldt-dakob-Krankheit und sind
nicht als voneinander unabhangige Faktoren zu betrachten. So findet man in circa
95% der Patienten mit sCJK, die homozygot fiir Methionin (MM) sind, den PrP*-Typ
1, bei Patienten, die homozygot fur Valin (VV) oder heterozygot (MV) sind, in circa

-9-
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86% der Falle PrP**-Typ 2 (Parchi et al. 1999). Tabelle 1 zeigt die Verteilung der
PRNP-Genotypen in der kaukasischen Bevolkerung und in sCJK-

Patientenkollektiven, sowie den Zusammenhang von PrP**-Typen und PRNP-

Genotypen.
Codon-129 MM MV Vv
Kaukasisches Kollektiv (n = 544) 37 51 12
sCJK Kollektiv (n = 300/n = 992%) 71.6/66* 11.7/18* 16.7/16*
PrP**Typ 1 (n = 214) 94.9 3.7 1.4
PrP*® Typ 2 (n = 86) 14.0 31.4 54.6
Tabelle 1: PRNP Genotypen und PrPsc-Typen bei sCJK, Angaben in %

* = Angaben aus Heinemann et al. 2007
(modifiziert nach Parchi et al. 1999)

Anhand des Codon-129-Polymorphismus und der PrP**-Typen wurden von Parchi et
al. (1999) sechs verschiedene Subtypen (MM1, MM2, MV1, MV2, VV1, VV2)
definiert, die sich unter anderem in der Symptomatik, im Alter bei Krankheitsbeginn,
Krankheitsdauer, neuropathologischem La&sionsprofil, Sensitivitat von EEG, 14-3-3-
Western Blot (WB) und cMRT (kraniales Magnetresonanztomogramm) unterscheiden
(Heinemann et al. 2007, Parchi et al. 1999). Tabelle 2 zeigt die Verteilung der sechs
Subtypen von neuropathologisch gesicherten sCJK-Patienten anhand klinischer und

apparativer Parameter.

MM1 MM2 MV1 MV2 V1 vV2 PrP1 PrP2
(n=153) (n=12) (n=12) (n=26) (n=7) (n=33)

Mittleres 67.5 67 61 64 44.2 65.1 67 63
Alter* (31-86) (60-82) (53-79) (53-75) (19-55) (40-81) (19-86) (40-82)
Krankheits- 4.4 14 4.6 12 17.4 6.4 4.43 10
dauer # (1.1-38.5) (3-24) (2.1-20.4) (4-27) (83247)  (22-157)  (1.1-385)  (2.2-32.1)
Positives 99% 92% 92% 76% 100% 97% 98% 86%
14-3-3 (135/136) (11/12) (11/12) (20/26) (I7) (30/31) (158/161) (60/70)
Typisches 73% 42% 64% 8% 17% 4% 69% 13%
EEG (107/147) (5/12) (7/11) (2/26) (1/6) (1/27) (115/167) (8/62)
Typisches 51% 13% 71% 90% 33% 63% 50% 54%
MRT (36/71) (1/8) (5/7) (18/20) (2/6) (17/27) (43/86) (32/59)
Tabelle 2: Subtypenverteilung von sCJK-Patienten anhand klinischer und apparativer Parameter

*in Jahren, # in Monaten
(nach Heinemann et al. 2007)
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1.5.1 MM1-/MV1-Subtyp

Der MM1-Subtyp ist mit 60-70% die beim Menschen am haufigsten vorkommende
Form der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit und wird zusammen mit dem
Subtyp MV1 als ,klassische® sCJK beschrieben (Gambetti et al. 2003). Die beiden
Subtypen MM1 und MV1 zeigen sehr ahnliche klinische Merkmale und
neuropathologische Lasionsprofile. Sie gehen mit einer kurzen Krankheitsdauer und
rapide fortschreitendem Krankheitsprozess einher, wobei frih progressive Demenz,
Myoklonien, periodische Sharp-Wave-Komplexe (PSWC) im EEG und positiver
Nachweis von 14-3-3 im Western Blot mit einer Sensitivitat von circa 95%
charakteristisch fur diese beiden Subtypen sind (Castellani et al. 2004, Parchi et al.
1996). Im 14-3-3-ELISA ([engl.] enzyme-linked immunosorbent assay) konnten bei
den klassischen sCJK-Subtypen hohe Konzentrationen (MM1: Median 2384 pg/ml,
MV1: 2401 pg/ml) an 14-3-3 im Liquor nachgewiesen werden (Gmitterova et al.
2009). Neuropathologisch lasst sich eine spongiforme Degeneration, Astrogliose und
neuronaler Zelluntergang im zerebralen, v. a. okzipitalen Kortex, im Neostriatum,
Thalamus und Zerebellum nachweisen, wohingegen die Hippokampusregion, der
Hypothalamus und die Kerne des Hirnstamms ausgespart sind. Immunhistochemisch
ergibt sich eine feine, gepunktete Farbung des PrP*® vom sogenannten synaptischen
bzw. retikularen Typ sowohl fur den Subtyp MM1 als auch MV1 (Gambetti et al.
2003, Parchi et al. 1996 und 1999).

1.5.2 VV2-Subtyp

Der VV2-Subtyp, friher als zerebellare oder ataktische Form der sCJK bezeichnet,
ist mit circa 16% aller Falle der zweithaufigste Subtyp der sporadischen Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit (Parchi et al. 1999). Symptome bei Krankheitsbeginn, wie die
ehemalige Bezeichnung schon besagt, sind Ataxie sowie weitere zerebellare
Symptome. Ein Myoklonus zeigt sich anfangs nicht, tritt jedoch im Laufe der
Erkrankung zunehmend auf, genauso wie progressive Demenz und
Pyramidenbahnzeichen. Kortikale Symptome wie Apraxie und Aphasie wurden
hingegen nicht beobachtet (Parchi et al. 1996). Das Gehirn der VV2-Patienten ist
besonders in den subkortikalen Schichten und den Hirnstammkernen von
spongiformen Veranderungen, Astrogliose und Neuronenverlust betroffen. Der
zerebellare Kortex ist weitgehend atroph (Parchi et al. 1999). Die
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immunhistochemische Farbung von PrP*¢ zeigt bei diesem Subtyp, neben einem
synaptischen Muster und laminarer Verteilung von PrP*® in tiefen kortikalen
Schichten, zusatzlich fokale plaqueartige Aggregate ohne PrP-Amyloid und ein
diagnostisch wegweisendes Farbungsmuster im Kleinhirn (Gambetti et al. 2003). Das
EEG zeigt bei diesem Patientenkollektiv nur selten das typische Bild der PSWC,
jedoch in circa zwei Drittel der Falle typische hyperintense Areale im cMRT
(Heinemann et al. 2007). Die Sensitivitat von 14-3-3-Western Blots ist mit 97%
(Heinemann et al. 2007) und 80% (Castellani et al. 2004) in der Literatur
unterschiedlich hoch angegeben. In der Studie von Gmitterova et al. konnte bei dem
VV2-Subtyp die hdéchste 14-3-3-Konzentration (Median 3437 pg/ml) im Liquor
nachgewiesen werden (Gmitterova et al. 2009).

1.5.3 MV2-Subtyp

Der dritthaufigste Subtyp mit einer Haufigkeit von circa 10% ist der MV2-Subtyp,
auch als Kuru-Plaques-Variante bekannt (Krasnianski et al. 2006b, Parchi et al.
1999). Der MV2-Subtyp hat im Gegensatz zum MM1-Subtyp einen protrahierten,
eher atypischen Krankheitsverlauf und muss daher differentialdiagnostisch von der
varianten Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJK) abgegrenzt werden (Krasnianski et al.
2006b). Bei Krankheitsbeginn prasentieren sich die Patienten haufig mit den
Symptomen Demenz und Ataxie und entwickeln im Verlauf mehrheitlich
psychiatrische sowie extrapyramidalmotorische Stérungen (Krasnianski et al. 2006b).
Das histopathologische Profil des MV2-Subtyps ist durch Kuru-Plaques
charakterisiert, die PrP-Amyloid enthalten (Gambetti et al. 2003). Das PrP*-
Farbemuster entspricht dem des VV2-Subtyps, wobei die Ablagerungen noch fokaler
und plaqueartiger sind (Parchi et al. 1999). Die apparative Diagnostik beim MV2-
Subtyp ergibt eine geringe Sensitivitat fur das EEG, jedoch eine Sensitivitat von 90%
fur das cMRT. Die in verschiedenen Studien differierend beschriebenen
Sensitivitaten von 30, 57 bzw. 76% (Castellani et al. 2004, Krasnianski et al. 2006b,
Zerr et al. 2000b) fur positives 14-3-3 im Liquor sind signifikant niedriger als beim
klassischen sCJK-Typ (Krasnianski et al. 2006b). Die mittlere Konzentration im 14-3-
3-ELISA lag bei diesem Subtyp lediglich bei 719 pg/ml (Gmitterova et al. 2009).
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1.5.4 MM2-Subtyp

Der mit circa 4% aller sCJK-Patienten sehr seltene MM2-Subtyp ist charakterisiert
durch eine lange Krankheitsdauer, progressive Demenz und frihe
neuropsychologische Symptome, wie Aphasie oder Apraxie (Krasnianski et al.
2006a). Er kann Kklinisch und histopathologisch weiter in eine thalamische und
kortikale Variante unterteilt werden (Parchi et al. 1999), je nach Lokalisation der
Lasionen und den daraus resultierenden dominierenden Symptomen. Typisch fir
den MM2-Subtyp ist eine grob-spongiforme Degeneration mit gro3en Vakuolen,
wobei das Zerebellum meist nicht betroffen ist (Gambetti et al. 2003). Die PrP*-
Immunhistochemie zeigt eine Farbung besonders am Rand der Vakuolen, wobei
insgesamt die Menge an PrP®® geringer ist als bei anderen Formen (Parchi et al.
1999). Sowohl der thalamische als auch der kortikale MM2-Subtyp zeigen eine hohe
Sensitivitat fur den Nachweis der Proteine 14-3-3 und S100b, einem weiteren
neurodegenerativen Marker, im Liquor der Patienten. Die 14-3-3-Konzentration im
Liquor lag dennoch mit einem Median von 537 pg/ml deutlich unterhalb der anderen
Subtypen (Gmitterova et al. 2009). Typische EEG- und MRT-Phanomene sind nur in

42% bzw. 13% nachweisbar (Krasnianski et al. 2006a).

1.5.5 VV1-Subtyp

Der mit circa 1% Haufigkeit verschwindend seltene VV1-Subtyp wird auch als Early-
Onset-Typ bezeichnet, da er signifikant jingere Patienten (mittleres Alter 44 Jahre
vs. 65 bei allen anderen Subtypen der sCJK) betrifft (Meissner et al. 2005). Der VV1-
Typ geht mit einer verlangerten Krankheitsdauer (im Mittel 21 Monate vs. 6 Monate
bei anderen sCJK-Subtypen) einher wund prasentiert sich initial mit
Personlichkeitsveranderungen, langsam progredienter Demenz, sowie fokalen
neurologischen Defiziten (Meissner et al. 2005). Auffallig ist in der Histopathologie
die Dissoziation zwischen den schwerwiegenden spongiformen Veranderungen im
Neokortex mit Aussparung von Hirnstamm und Zerebellum und der sehr schwachen,
synaptoformen Farbung von PrP*® (Gambetti et al. 2003). EEG und cMRT haben
beim VV1-Subtyp eine geringe Sensitivitat, 14-3-3 hingegen konnte in einer Studie
von Meissner et al. (2005) beim gesamten Patientenkollektiv, bestehend aus neun
Patienten, nachgewiesen werden. Der Median der 14-3-3-Konzentration im Liquor
bei diesem Subtyp lag bei 1245 pg/ml (Gmitterova et al. 2009).
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1.6 Diagnosekriterien

Die definitive Diagnose einer sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit kann bislang
nur postmortal durch neuropathologischen Nachweis bestimmter Hirnlasionen und
des immunhistochemisch geféarbten Prionproteins PrP*® im Gehirn erfolgen (Budka et
al. 1995, Kretzschmar et al. 1996). In den letzten Jahren wurden jedoch grofe
Fortschritte hinsichtlich der klinischen Charakterisierung verschiedener CJK-
Phanotypen und apparativer Diagnostik gemacht, so dass folgende Kriterien fur die
Diagnose einer Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (definitiv, wahrscheinlich, madglich),
unabhangig von den beschriebenen Subtypen und nach Ausschluss anderer

Differentialdiagnosen, vorgeschlagen wurden:

I Progressive Demenz

Myoklonus

Sehstérungen/zerebellare Symptome

Pyramidale/extrapyramidale Symptome

Akinetischer Mutismus

> |olo|m|>

Typisches EEG (periodische bi-/triphasische Sharp-Wave-

U Komplexe)

vy}

Positiver Nachweis fiir 14-3-3 im Liquor mittels Western Blot

Positiver MRT-Befund (siehe unten)

(@)

Mégliche sCJK 1 und 2 von Il mit einer maximalen Dauer von 2 Jahren

Wahrscheinliche sCJK I und 2 von Il und mindestens 1 von Il

Definitive sCJK Neuropathologisch gesicherte Falle

Tabelle 3:  Diagnosekriterien der sporadischen CJK
(WHO 1998, Zerr et al. 2000a, Zerr et al. 2009)

Neuere Studien (Kallenberg et al. 2006, Zerr et al. 2009) haben gezeigt, dass
Patienten mit sporadischer Creutzfeldt-dakob-Krankheit in MRT-Untersuchungen
(DWI bzw. FLAIR) charakteristische Hyperintensitaten aufweisen, sodass positive
MRT-Befunde, namlich Hyperintensitat in Nucleus caudatus und Putamen oder in
mindestens zwei kortikalen Regionen (temporal-parietal-okzipital), Einzug in die

Diagnosekriterien fur sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit gehalten haben.
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1.7 Liquordiagnostik

Im Gegensatz zu der neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJK), bei der
das pathologische Prionprotein in lymphatischen Geweben nachgewiesen werden
kann (Hill et al. 1997), war es bei der sporadischen CJK lange Zeit nicht mdglich,
PrP*¢ aulRerhalb des Gehirns zu bestimmen. Erst kiirzlich ist es Atarashi et al. (2011)
erstmalig gelungen, mittels der neuen Methode RT-QUIC (real-time quaking-induced
conversion) PrPsc in Liquor cerebrospinalis nachzuweisen. Weitere Studien werden
den diagnostischen Stellenwert dieser Methode in der pramortalen Diagnose der
sCJK zeigen. Eine Hirnbiopsie ist auf Grund der Infektiositdt und mangelnder
Sterilisations- und Dekontaminationsmaoglichkeiten (Taylor et al. 1994) mit Risiken fur
die Patienten verbunden, v. a. bei Behandlung mit demselben Operationsbesteck.
Aus diesen Grunden sind Surrogatmarker fur die Diagnose der sCJK notwendig,
wobei der erhdhte bzw. erniedrigte Nachweis zerebraler Proteine im Liquor von
Patienten mit Verdacht auf sporadische CJK ein sehr wertvolles diagnostisches Mittel
ist (Sanchez-Juan et al. 2006). Zu diesen Surrogatmarkern gehdren u. a. Tau-
Protein, B-Amyloid, NSE (Neuronen-spezifische-Enolase), S100b und 14-3-3-Protein.

Der Nachweis der Proteine 14-3-3 im Liquor von sCJK-Patienten ist, wie bereits
erwahnt, in die diagnostischen Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO
1998) eingegangen und erfolgt routinemafig mittels Gelelektrophorese ([engl.]
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) und Western
Blot (WB). Obwohl die Methode des Western Blot und insbesondere seine subjektive
Interpretation eine Standardisierung der Ergebnisse erschwert, konnte gezeigt
werden, dass diese Methode gerade im Hinblick auf die Sensitivitat anderen
quantitativen Verfahren wie beispielsweise einem ELISA Uberlegen ist (Kenney et al.
2000). Die Aufnahme des 14-3-3-Western Blots in die Diagnosekriterien fuhrte zu
einer starken Zunahme der Sensitivitat klinisch gestellter Diagnosen (97% vs. 66%)
(Brandel et al. 2000, Zerr et al. 2000a). Von einer Anwendung als Screening-
Parameter bei Patienten mit Demenz wird jedoch abgeraten, da das 14-3-3-Protein
ein unspezifischer Marker neuronaler Schadigung ist und auch bei anderen
Krankheitsbildern mit massiver Hirnschadigung erhoht sein kann, wie z.B. Ischamie,
Blutung, Enzephalitis (Van Everbroeck et al. 2003). Der Nachweis von 14-3-3 bei
Verdacht auf sCJK unterstitzt jedoch die Diagnosestellung in der
Differenzialdiagnose der neurodegenerativen Demenzen bei einer insgesamt sehr
-15-
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hohen Sensitivitat (94% bzw. 96%) und Spezifitat (93,3% bzw. 99%) (Hsich et al.
1996, Zerr et al. 1998).

Die Spezifitdat und Sensitivitat des 14-3-3-Western Blots (WB) variiert abhangig von
unterschiedlichen Einflussfaktoren in den verschiedenen Studien. So konnte gezeigt
werden, dass durch die Kombination von 14-3-3-WB mit dem Nachweis von Ag 1-42
im Liquor die Spezifitat signifikant erhoht werden konnte (Van Everbroeck et al.
2003), ebenso wie der positive pradiktive Wert bei Kombination von 14-3-3-WB mit
einem typischen EEG (Zerr et al. 2000a). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass mit
zunehmendem Krankheitsprogress und bei wiederholter Lumbalpunktion die
Sensitivitat fir 14-3-3 im Liquor zunimmt, wobei es in der Literatur diesbezuglich
widerspriichliche Angaben gibt und ein endgiltiger Abfall im terminalen
Krankheitsstadium nicht ausgeschlossen werden kann (Gmitterova et al. 2009,
Mollenhauer et al. 2003, Sanchez-Juan et al. 2006 und 2007, Van Everbroeck et al.
2003). Das Alter bei Krankheitsbeginn beeinflusst ebenfalls die Sensitivitat des
Nachweises von 14-3-3, wobei jungere Patienten (<40 Jahre) eine geringere
Sensitivitat aufweisen als Altere (76% vs. 95%) (Heinemann et al. 2007). Zuséatzlich
wurde gezeigt, dass bei langerer, gesamter Krankheitsdauer die 14-3-3-
Konzentration signifikant erniedrigt waren (Gmitterova et al. 2009, Van Everbroeck et
al. 2003) bzw. hohe Konzentrationen an hirnassoziierten Proteinen im Liquor mit
einer kurzen Krankheitsdauer einhergehen (Sanchez-Juan et al. 2007). Auf Grund
dieser Umstande, der Assoziation von protrahierter Krankheitsdauer mit einem MV-
Polymorphismus an Codon-129 und weiterer Untersuchungen wurde angenommen,
dass der PRNP-Genotyp und damit verbunden der molekulare Subtyp der
Erkrankung einen Einfluss auf die Sensitivitat des 14-3-3-Western Blots hat
(Sanchez-Juan et al. 2007, Van Everbroeck et al. 2005).

1.8 14-3-3-Proteine

1.8.1 Allgemeines

Das 14-3-3-Protein wurde 1968 erstmalig durch Moore und Perez als ein in grof3en
Mengen vorhandenes, saures Hirnprotein beschrieben. Es handelt sich um eine
Proteinfamilie, benannt nach ihrem Elutions- und Migrationsmuster bei der

zweidimensionalen Diethylaminoethyl (DEAE)-Zellulose-Chromatographie und der
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anschlielRenden Gelelektrophorese. Diese Proteinfamilie liegt hauptsachlich in Form
von Dimeren vor, mit einem monomerischen Molekulargewicht von ca. 30 kDa
(Boston et al. 1982a). Jedes Monomer besteht aus neun a-Helices, die einen
zentralen Kanal als Bindungstasche fur Peptide und andere Liganden bilden (Yaffe
2002) (s. Abb. 1).

TOP

Abbildung 1:  Struktur des 14-3-3-Proteins in zwei orthogonalen Ansichten.

Die neun a-Helices (aA-al) eines Monomers sind als Zylinder dargestellt.

(Yaffe 2002, S. 55)
14-3-3-Proteine liegen in insgesamt sieben Isoformen vor (B,y,n,¢,(,0,7) und sind in
nahezu allen Geweben des Korpers vorhanden mit einer Vielzahl verschiedener
Funktionen. Die Bindungstasche von 14-3-3 bindet bevorzugt Motive mit
phosphoryliertem Serin (Muslin et al. 1996), wobei durch Proteomstudien gezeigt
werden konnte, dass mehrere hundert Proteine als Bindungspartner von 14-3-3
fungieren, wobei die Phosphorylierung die Interaktion der Proteine stark beeinflusst
(Pozuelo et al. 2004). Sie spielen durch vielfaltige Mechanismen eine wichtige Rolle
unter anderem in der Regulation von Zellzyklus und Zelldifferenzierung,
Stressreaktion und Apoptose, sowie Transkription und Signaltransduktion (Aitken et
al. 1992, Ford et al. 1994, Fu et al. 2000, Hermeking und Benzinger 2006, van
Hemert et al. 2001, Xiao et al. 1995). Im Gehirn kommt der 14-3-3-Proteinfamilie eine
bedeutende Rolle zu, da sie mit 13,3 pg/ml circa 1% der gesamten Ioslichen
Proteinfraktion des Gehirns ausmacht (Boston et al. 1982b). Yamauchi et al. (1981)
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konnten erstmals nachweisen, dass 14-3-3 bei der Synthese von Neurotransmittern
wie Serotonin und Dopamin eine kritische Rolle spielt (Ichimura et al. 1987). In der
Literatur werden bislang Knockout-Mause von zwei 14-3-3-Isoformen beschrieben.
14-3-3-yp0-Mause zeigten keine phanotypischen Besonderheiten und normale
Uberlebensraten, sowie fehlende reaktive Hochregulierung anderer 14-3-3-Isoformen
(Steinacker et al. 2005). 14-3-3-¢p0-Mause hingegen zeigten eine hohe perinatale
Mortalitat, sowie eine Ausdinnung des zerebralen Kortex und Defekte in der
Hippokampusregion, die eine Rolle der 14-3-3-Isoform ¢ bei der Hirnentwicklung und
neuronalen Migration unterstitzen (Toyo-oka et al. 2003). Immunhistochemische
Studien zeigten das Vorhandensein von 14-3-3-Protein in unterschiedlichen
Lokalisationen im Gehirn, abhangig von den 14-3-3-Isoformen, auf die spater noch
naher eingegangen wird. Insgesamt gesehen kommt 14-3-3 vor allem in den
Neuronen der grauen Hirnsubstanz vor (Isobe et al. 1989), jedoch erfolgte spater
auch der Nachweis von 14-3-3-Proteinen in der weilden Hirnsubstanz (Baxter et al.
2002). Es ist vor allem intrazytoplasmatisch lokalisiert, kann jedoch auch in der
Plasmamembran, in intrazelluldren Organellen, wie dem Nukleolus und dem
Golgiapparat (Fu et al. 2000), sowie in synaptischen Membranen (Martin et al. 1994)
gefunden werden. Diese vielfaltigen Lokalisationen geben Hinweise auf die
Bedeutung von 14-3-3-Protein im Gehirn, jedoch sind seine exakten Funktionen,

auch extrazerebral, noch unzureichend bekannt.

1.8.2 14-3-3-Protein und Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Neben den oben genannten vielfaltigen Aufgaben der 14-3-3-Proteinfamilie ist die
genaue Funktion, auch im Zusammenhang mit der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, noch
ungeklart. Erstmalig 1986 und auch in spateren Studien wurden mittels 2D-
Gelelektrophrese zwei Proteine, p130 und p131, im Liquor von CJK-Patienten
gefunden (Harrington et al. 1986, Zerr et al. 1996), welche sich spater als Mitglieder
der 14-3-3-Familie herausstellten (Hsich et al. 1996). Im Laufe der Jahre konnte
dann gezeigt werden, dass 14-3-3, isoform-unspezifisch, als Marker fur neuronalen
Untergang und neurodegenerative Schadigung im Liquor cerebrospinalis einiger
Patientenkollektive zu finden ist und insbesondere bei Creutzfeldt-Jakob-Patienten
ein wichtiges diagnostisches Kriterium darstellt (Hsich et al. 1996, Huang et al. 2003,
Saiz et al. 1999, Zerr et al. 1998). Ungewiss ist, ob dem 14-3-3-Protein, zusatzlich zu
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seinem diagnostischen Wert, eine Bedeutung in der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen zukommt. Fir diese Hypothese spricht das
Vorhandensein von 14-3-3 u.a. in den neurofibrillaren Tangles beim Morbus
Alzheimer (Layfield et al. 1996), ebenso wie in den glialen, zytoplasmatischen
Einschlusskoérperchen bei der Multisystematrophie (MSA) (Komori et al. 2003) und in
den Lewy-Korperchen bei Morbus Parkinson, sowie bei der Demenz mit Lewy-
Korperchen (Berg et al. 2003). Weiterhin konnte 14-3-3 auch in PrP-Amyloidplaques
im Gehirn von Patienten mit einer genetischen Prionkrankheit, dem Gerstmann-
Straussler-Scheinker-Syndrom, nachgewiesen werden (Di Fede et al. 2007). Diese
Studien, sowie der Nachweis, dass 14-3-3 einen Komplex mit dem zellularen
Prionprotein (PrP°) bildet (Satoh et al. 2005), deuten in Richtung einer mdglichen
Beteiligung der 14-3-3-Proteinfamilie in der Pathogenese der Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit. Zum jetzigen Zeitpunkt ist dieser Aspekt jedoch noch Gegenstand

aktueller Forschung.

1.8.3 Isoformen des 14-3-3-Proteins

Wie bereits mehrfach erwahnt, handelt es sich bei den 14-3-3-Proteinen um eine
Proteinfamilie, bestehend aus sieben verschiedenen Isoformen, kodiert durch
unterschiedliche, stark konservierte Gene. Die sieben Isoformen sind mit
griechischen Buchstaben (B, y, n, €, {, o, und 1) benannt nach ihrem Elutionsprofil in
der Umkehrphase-Hochleistungsflissigkeitschromatographie ([engl.] reversed phase
high-performance liquid chromatography, RP-HPLC) (Ichimura et al. 1988, Matrtin et
al. 1993). Bei den zunachst mit a und & bezeichneten Isoformen konnte gezeigt
werden, dass es sich um die phosphorylierten Formen der Isoformen 14-3-3- und -C
handelt (Aitken et al. 1995). Die sieben Isoformen sind sehr homologe Proteine, die
sich in ihrer Aminosauresequenz nur wenig unterscheiden und insbesondere in der

Region der Bindungstasche stark konserviert sind (s. Abb. 2).

-19-



1 Einleitung

BETA [0
GAMRA =
EPSILON

SIGMA
TAUTHETA
ZETA

11
ETEZOU<E

T BEnmE T
cOTnEFeER
!l!l!ll

R B B €1 0
W E00nn

B
2
=
=)
E
=
=
=
H
Y
=

BETA
SAMMA
PSILOM
TA

‘YDt D
g

To—m——n —
ooom=mo
ooo=ox=z
RIRRDDR

[nETnlalnlnls]
POOZOZEZE
EXMEORR

orgre=g
oDTmEMD

==
ADOMAMD

DZOo-mo
BOETOST

1GME
AUTHETA
ZETA

g

1%

ETA s NEle o cEE- £ KE.G L < [ T A s
AMNA ESiEIE < NS EIR - £ E HMllo dd N H T EBE D
PSILON ENEIL v A 8ls D TELP L = BIC R R 4 A D
A E ASIE A R« FE Eafilo 8~ (BN (A oA 0
e DS AR S BBl D W E MIlP o [l BREE (A s TT
AUTHETA DNEQ G Q| F D K EMIC L N L T T A F
Dafaaq Q| FE KE Q) L S {3 £ T A E
230 240 IJHJ
|
» o 0 & E o
BETA NQGDEL - DA GEIG- EIN- - -
GAMMA -:o%l - - GGEIGNNN- - - . -
EFSILON Ma KEAL QODWEDENQ
TA, (=31 L - AGEIGN - -~ - - -
NA <] G OfE
S A F - C
Ta - - A

D000

SIGMA
TAUTHETA
ZETA

Abbildung 2: Lineare Sequenzierung von humanen 14-3-3-Isofomen. Aminosauren
konserviert in mindestens 6 der 7 Isoformen sind grau unterlegt.
(Yaffé, 2002, S. 54)

Die grolten Unterschiede zwischen den Isoformen weisen die divergierenden
Aminosauren am C-Terminus der Proteine auf, die in Abbildung 2 mit kleinen

Kastchen markiert sind.

Bezlglich der Frage, warum es eine derart groe Isoformvielfalt bei den 14-3-3-
Proteinen gibt, obwohl diese sehr homolog sind und sehr ahnliche Bindungsmuster
mit anderen Proteinen aufweisen, sind einige Aspekte hinsichtlich der Funktion und
Lokalisation der einzelnen Isoformen bereits bekannt, viele Fragen jedoch noch
offen. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass einzelne 14-3-3-Isoformen, wie
z. B. g, { oder t, neben Homodimeren auch Heterodimere aus zwei verschiedenen
Isoformen bilden kdnnen (Jones et al. 1995). An diese Heterodimere kdnnen einige
Liganden gleichermallen binden, was die spezifische Bindung einer einzelnen
Isoform mit bestimmten Liganden in Frage stellt. Auf der anderen Seite wurde eine
signifikant hohere Affinitat von manchen Isoformen zu einigen Liganden,
beispielsweise von 14-3-3-Lund -n zu CDC25B, einer Zellzyklusphosphatase,
nachgewiesen (Mils et al. 2000, Vincenz und Dixit 1996), was wiederum fur eine
spezifische Funktion zumindest einzelner 14-3-3-Isoformen spricht. Jones et al.
formulieren dardber hinaus die Moglichkeit, dass aus der Bildung verschiedener
Heterodimere dennoch spezifische Funktionen als Adapterproteine in

Signaltransduktionswegen resultieren konnten (Jones et al. 1995).
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Die 14-3-3-Isoformen variieren in ihrem Verteilungsmuster in den Geweben des
menschlichen Korpers. So wurde die 14-3-3-Isoform rt (tau) zunachst in hoher
Konzentration in T-Zellen nachgewiesen (Nielsen 1991), 14-3-3-c (sigma) hingegen
hauptsachlich in epithelialen Zellen (Leffers et al. 1993, Prasad et al. 1992), wobei
dieser Isoform insbesondere beim Kolonkarzinom tumorsuppressive Eigenschaften
zugeschrieben werden. Im Gehirn ist 14-3-3, wie bereits eingangs erwahnt, in sehr
hoher Konzentration zu finden, wobei die Expression der Isoformen unterschiedlich
stark ausgepragt ist. Eine Reihe von Studien, die das Vorhandensein und die
Lokalisation der einzelnen Isoformen im Gehirn und auch im Liquor cerebrospinalis
untersucht haben, zeigen differierende Ergebnisse. Di Fede et al. (2007) konnten
mittels immunhistochemischer Farbung von Hirnschnitten und Western-Blot-Analyse
von Hirnhomogenaten gesunder Kontrollen, GSS- und CJK-Patienten alle Isoformen
nachweisen. Sie konnten zeigen, dass die ( (zeta)-Isoform am starksten exprimiert
wird, gefolgt von 14-3-3-¢ (epsilon). 14-3-3-1 (tau), -p (beta) und -n (eta) zeigten eine
Bandenintensitat zu etwa gleichen Anteilen. Die 14-3-3-Isoform y (gamma) war nur
mit einer Intensitat von 9% und 14-3-3-c (sigma) verschwindend gering nur mit 0.4%
nachweisbar (s. Abb. 3). Dieses Expressionsmuster der 14-3-3-Isoformen war
identisch in verschiedenen untersuchten Hirnarealen, was auf ein homogenes
Verteilungsmuster der 14-3-3-Proteine hinweist. Im Gegensatz zu den gesunden
Kontrollen und Patienten mit Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom fiel die
immunhistochemische Farbung jedoch bei Patienten mit sporadischer Creutzfeldt-

Jakob-Krankheit generalisiert weniger stark aus (Di Fede et al. 2007).

4 3 0 B n Y o
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Abbildung 3:  Western-Blot-Analyse von Hirnhomogenaten eines Patienten mit Gerstmann-
Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) F198S (A) und einer Kontrollperson (B) mit
Antikdrpern gegen 14-3-3-Isoformen. Patient und Kontrollperson zeigen beide
ahnliche Isoformmuster, charakterisiert durch abnehmende Expressionsstarke:
{>e>1=P=n>7>o0.(DiFede etal 2007, S. 128)
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In einer anderen Studie hingegen konnte gezeigt werden, dass sich die
Verteilungsmuster der 14-3-3-Isoformen, zumindest im Gehirn von Mausen und
Ratten, deutlich unterscheiden und sich im Zuge von Pathologien zusatzlich
verandern (Baxter et al. 2002, Martin et al. 1994). Baxter et al. (2002) konnten ein
ahnliches Verteilungsmuster im gesunden Rattenhirn fir die 14-3-3-Isoformen
B,v,nund Cin bestimmten neuroanatomischen Kerngebieten der grauen Substanz
nachweisen, wohingegen die e-Isoform unspezifisch in der gesamten grauen
Substanz gefunden wurde. 14-3-3-t wurde, im Gegensatz zu den Ergebnissen von Di
Fede et al. (2007), am geringsten immunhistochemisch markiert und war fast
ausschlieBlich auf den Hippokampus beschrankt (Baxter et al. 2002), wobei
Genexpressionsstudien 14-3-3-t als einzige Isoform zusatzlich in der weillen
Substanz nachweisen konnten (Watanabe et al. 1994). Pathologische
Veranderungen bei Scrapie-infizierten Tieren waren am ausgepragtesten im
Thalamus und im Hippokampus zu finden, einhergehend mit geringerem Nachweis
bzw. abgeschwachten Signalen von 14-3-3-, -y, -n und -C in diesem Bereich, wobei
der Verlust des Nachweises von 14-3-3-t in terminalen Stadien der Erkrankung am
massivsten war und auf die ausgepragte neurodegenerative Schadigung als Ursache
zuruckgefuhrt wird (Baxter et al. 2002). Die Isoform o konnte in einigen Studien nicht
im Hirngewebe detektiert werden (Berg et al. 2003, Martin et al. 1993), wahrend
Umahara et al. (2004) tUberraschend 14-3-3-c im Hippokampus, in Hirnhomogenaten
von gesunden Kontrollen und in Pick-Bodies nachweisen konnten.
Interessanterweise wurde die Isoform 14-3-3-n auffallig haufig in denselben

Neuronen lokalisiert wie das Prionprotein (Baxter et al. 2002).

Die Lokalisation und Quantitat der einzelnen 14-3-3-Isoformen in bestimmten
Hirnarealen werden in der Literatur, wie oben beschrieben, unterschiedlich
angegeben. Sie sind jedoch mdglicherweise insofern von Bedeutung, als dass sie
eine Rolle spielen konnten fur das Erscheinen bestimmter Isoformen im Liquor
cerebrospinalis bei Patienten mit sCJK. Wie bereits eingangs erwahnt, ist 14-3-3
unter anderem ein etablierter Marker flr neuronalen Untergang und sein Nachweis
im Liquor ein wichtiger Parameter fur die pramortale Diagnose der sCJK. Tatsachlich
lasst sich 14-3-3 auch bei anderen Differentialdiagnosen, wie z. B. bei
paraneoplastischen, neurologischen Dysfunktionen, vaskularer Demenz oder viraler

Enzephalitis, im Liquor nachweisen (Huang et al. 2003, Saiz et al. 1999, Van
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Everbroeck et al. 2003). Bislang wurden in mehreren Studien 14-3-3-Isoformmuster
im Liquor cerebrospinalis untersucht, wobei in der Literatur unterschiedliche Angaben
uber das Vorhandensein und Muster der einzelnen Isoformen im Liquor von
Patienten mit sporadischer Creutzfeldt-Jakob-Krankheit zu finden sind. Folgende

Tabelle soll eine Synopsis Uber die bisherigen Studienergebnisse geben (s. Tab. 4).

Studien- Lee, Saiz Takahashi Wiltfang Wakabayashi Shiga
ergebnisse Harrington et al. 1999 et al. 1999 et al. 1999 et al. 2001 et al. 2006
1997
i Diagnose Diagnose Diagnose Diagnose Diaghose Diagnose
Isoform 9 9 9 9 g 9
B CJK CJK CJK CJK
Y CJK CJK CJK CJK AIDS CJK
CJK, AD,
n HSE G
€ CJK CJK AIDS CJK
¢ CJK AIDS CJK
c
T CJK CJK
Santa Cruz Santa Cruz
Antikorper Santa Cruz Santa Cruz herS;Ztséllt* h + selbst . hersgeelts),?(:llt* + selbst .
ergestellt hergestellt

Tabelle 4: 14-3-3-Isoformen: Synopsis der bisherigen isoformspezifischen Studienergebnisse
CSF = [engl.] cerebrospinal fluid, AD = Alzheimer Demenz, HSE = Herpes-simplex-
Enzephalitis, LB = [engl.] Lewy Bodies, PD = [engl.] Parkinson’s Disease, *im gleichen
Labor selbsthergestellte Antikorper
In einzelnen Studien ist auch das Vorhandensein von Doppelbanden im Western Blot
einiger 14-3-3-Isoformen beschrieben (Saiz et al. 1999, Sanchez-Valle et al. 2002),
wobei die untere Bande bei ca. 22 kDa liegt und Sanchez-Valle et al. (2002) zeigen
konnten, dass es sich dabei um eine Kreuzreaktion der 14-3-3-Antikorper mit den

leichten Ketten von Immunglobulinen handelt.
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1.9 Tau-Protein

Neben dem Surrogatmarker 14-3-3 spielt, wie bereits anfangs erwahnt, auch das
Tau-Protein im Liquor von Patienten mit Creutzfeldt-Jakob-Krankheit eine Rolle. Es
handelt sich bei dem Tau-Protein um ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches
zahlreich in den Axonen von Neuronen vorhanden ist und in den Erhalt der axonalen
Struktur und Integritat involviert ist (Maccioni und Cambiazo 1995). Es existieren
sechs verschiedene Isoformen des Tau-Proteins im adulten Gehirn (Neve et al.
1986), wobei jede dieser Isoformen im gesunden Hirn an verschiedenen Stellen
phosphoryliert sein kann. Hyperphosphoryliertes, aggregierendes Tau-Protein ist mit
den sogenannten Tauopathien wie dem Morbus Pick assoziiert und ist ein wichtiges
pathologisches Merkmal des Morbus Alzheimer (Alonso et al. 2001). Vandermeeren
et al. (1993) konnten mittels ELISA quantitativ zeigen, dass sich das Tau-Protein,
nicht nur in den typischen neurofibrillaren Tangles (neurofibrillaren Bindeln) im
Gehirn, sondern auch im Liquor von Alzheimer-Patienten nachweisen lasst. Der
diesem Nachweis zugrunde liegende Gedanke ist, dass bei der Alzheimer-
Erkrankung die Schadigung der Neurone direkt zu einer Erhdhung des Tau-Protein
im Liquor fuhrt (Vigo-Pelfrey et al. 1995). Auf Grund eines ahnlichen
Pathomechanismus fur den Nachweis von 14-3-3 im Liquor von CJK-Patienten und
auf der Suche nach weiteren sensitiven und spezifischen Biomarkern, konnten Otto
et al. (1997) ebenfalls erhohte Konzentrationen von Tau-Protein im Liquor von
Patienten mit CJK nachweisen. Mittels ELISA konnte sogar ein signifikanter
Unterschied in der Hohe der Tau-Proteinkonzentration bei CJK-Patienten im
Gegensatz zu Patienten mit anderen Demenzen, vornehmlich Morbus Alzheimer,
gefunden werden (CJK: Mittelwert 12215 pg/ml, Median 13153 pg/ml, Andere
Demenzen: Mittelwert 702 pg/ml, Median 558 pg/ml) (s. Abb. 4).
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Abbildung 4: Box-Plot von Tau-Proteinkonzentration im Liquor von Patienten mit CJD
([engl.] Creutzfeldt-Jakob disease), OD ( [engl.] other dementias) und NDC
([engl.] non-demented controls), (Otto et al. 1997, S. 211)

In einer spateren Arbeit von Otto et al. (2002) konnte gezeigt werden, dass
insbesondere bei den selteneren Subtypen der sCJK der Nachweis erhohter Tau-
Proteinkonzentrationen teilweise friher maoglich ist als ein positiver 14-3-3-Western
Blot und umgekehrt. Des Weiteren konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Hohe des Tau-Proteins im Liquor und der 14-3-3-Banden im Western Blot
gefunden werden (Otto et al. 2002). Andere Studien betonen die hohere Sensitivitat
durch Kombination der Liquormarker 14-3-3 und Tau-Protein (Sanchez-Juan et al.
2006) in der Diagnostik der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit und ihrer
Subtypen.
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1.10 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll der Nachweis der Proteine 14-3-3 und ihrer Isoformen
als Liquormarker bei sporadischer Creutzfeldt-Jakob-Krankheit im Hinblick auf die

verschiedenen Subtypen untersucht werden.

In Anbetracht der bisherigen widerspruchlichen Datenlage bezuglich der einzelnen
Isoformen im Liquor bei Patienten mit sCJK soll mit spezifischen Antikorpern zum
einen das Vorhandensein und Muster der sieben 14-3-3-Isoformen mit der bislang zu
favorisierenden Standardmethode des Western Blots untersucht werden. Motivation
dieser Fragestellung ist die mdgliche Detektion eines fir die Creutzfeldt-Jakob-

Krankheit spezifischen Isoformmusters, welche eine Diagnose pramortal unterstutzt.

Zum anderen lasst die widerspruchliche Datenlage sowie die Heterogenitat der
Patienten mit sporadischer Creutzfeldt-Jakob-Krankheit vermuten, dass es
unterschiedliche Isoformmuster der Proteine 14-3-3 im Liquor der verschiedenen
Subtypen (MM1, MM2, MV1, MV2, VV1, VV2) geben konnte. Hintergrund dieser
Vermutung ist unter anderem die unterschiedliche Sensitivitat des 14-3-3-Western
Blots bei den Subtypen, differierende neuropathologische Lasionsprofile und
moglicherweise unterschiedliche transkriptionale Expressionsregulation, was im
Verlauf der Erkrankung zur Freisetzung verschiedener 14-3-3-Isoformen in den
Liquor fuhren konnte. In diesem Zusammenhang sollen auch die falsch-positiven
Liquores von Patienten mit anderen oben erwahnten neurologischen Diagnosen auf
Unterschiede im Isoformmuster von 14-3-3 im Vergleich zu CJK-Patienten hin
untersucht werden. Des Weiteren wurde ein Isoformmuster, das spezifisch fur einen
Subtyp der sCJK spricht, die Diagnose der CJK erleichtern und in Bezug auf die
unterschiedlich lange mittlere Krankheitsdauer der Subtypen maoglicherweise eine

prognostische Aussage ermoglichen.

Als weiterer Aspekt soll untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen der
Hohe des Liquormarkers Tau-Protein und der Starke der 14-3-3-Banden zu erkennen
ist, zum einen in Bezug auf die verschiedenen Isoformen, zum anderen in Bezug auf
die sCJK-Subtypen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Der Liquor der fur diese Untersuchung ausgewahlten Patienten stammte aus dem
bereits vorhandenen Pool des Nationalen Referenzzentrums fur die Surveillance
Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien Goéttingen, an das alle bundesweit
auftretenden Verdachtsfalle gemeldet werden und Liquor zu diagnostischen Zwecken
eingesandt wird. Eine zusatzliche Liquorpunktion der Patienten eigens fur diese
Untersuchung war daher nicht notwendig. Als Einschlusskriterien fur diese Arbeit
galten:

1. Neuropathologisch  gesicherte sporadische Creutzfeldt-dakob-Krankheit

(sCJK)
2. Bekannter Genotyp und PrP*°-Typ (d.h. bekannter Subtyp)

3. Liquor der Patienten aus dem letzten Drittel der gesamten Krankheitsdauer

Der mittels Lumbalpunktion enthommene Liquor cerebrospinalis wurde so gewahlt,
dass er jeweils aus dem letzten Krankheitsdrittel stammte, um eine Vergleichbarkeit
zu erreichen und verfalschende Einflisse auf Grund der unterschiedlichen mittleren
Krankheitsdauer der Subtypen zu vermeiden (Gmitterova et al. 2009, Sanchez-Juan
et al. 2007).

Ausgeschlossen von der Studie wurden Patienten mit:
1. Anderen Formen der CJK (genetisch, iatrogen, variant)
2. Fehlender neuropathologischer Sicherung
3. Liquorpunktionen in friheren Krankheitsstadien (1. oder 2. Krankheitsdrittel)
4. Assoziierten Erkrankungen wie entztindlichem Liquor, frischer Ischamie sowie

Zeichen anderer neurodegenerativer Erkrankungen

Als falsch-positive Kontrollen wurden acht nicht an CJK erkrankte Patienten, je vier
mit ischamischem bzw. entzindlichem Geschehen, in diese Untersuchung
eingeschlossen. Im Rahmen der Routinediagnostik des  Nationalen
Referenzzentrums wurden diese acht Patientenliquores eingangs mit unspezifischen

14-3-3-Antikdrpern als positiv fir dieses Protein diagnostiziert, obwohl keine
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Creutzfeldt-dakob-Krankheit vorlag. Auch hier waren keine ausschlieBlich fur diese

Untersuchung durchgefuhrten Liquorpunktionen notwendig.

Die Liquorpoben wurden im Nationalen Referenzzentrum fir die Surveillance
Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien Goéttingen im Rahmen von
Routinediagnostik und Epidemiologie gesammelt und aliquotiert bei -80°C tiefgekuhlt
gelagert. Neben der Bestimmung von 14-3-3 im Western Blot wurden von einigen
Patienten noch weitere Parameter (Tau-/Phosphotau-Protein, Neuronen-spezifische-
Enolase (NSE), S100-Protein und 1-42-Amyloid) bestimmt.

Von jedem CJK-Subtyp (MM1, MM2, MV1, MV2, VV1, VV2) sollte der Liquor von
sieben Patienten untersucht werden. Nicht von allen CJK-Subtypen gab es jedoch
genugend, den Untersuchungskriterien entsprechende Liquorproben, so dass bei
den seltenen Subtypen die Patientenzahl kleiner gewahlt werden musste (jeweils n=4
bei Subtyp VV1 und MM2).

2.2 Material

Im Folgenden sind die verwendeten Materialien aus Griinden der Ubersichtlichkeit

tabellarisch, fur die verschiedenen Methoden zusammenfassend, dargestellt.

2.2.1 Chemikalien

Alle in dieser Studie verwendeten Chemikalien, falls im Text nicht anders
beschrieben, stammen von den Firmen Applichem (Darmstadt, Deutschland),
Biochrom (Berlin, Deutschland), Bio-Rad (Munchen, Deutschland), Merck
(Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland).

2.2.2 Molekulare GroRenmarker

Precision Plus Protein Standards (dual color) Bio-Rad, Munchen, Deutschland

Kaleidoscope Prestained Standard Bio-Rad, Mlnchen, Deutschland
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2.2.3 Proteine

Beschreibung Menge Hersteller
GST-14-3-3 3 (human, rekombinant) 10 ng BIOMOL International, USA
GST-14-3-3 y (human, rekombinant) 10 ng BIOMOL International, USA
GST-14-3-3 n) (human, rekombinant) 10 ng BIOMOL International, USA
GST-14-3-3 ¢ (human, rekombinant) 10 ng BIOMOL International, USA
GST-14-3-3 ¢ (human, rekombinant) 10 ng BIOMOL International, USA
GST-14-3-3 g (human, rekombinant) 10 ng BIOMOL International, USA
GST-14-3-3 1 (human, rekombinant) 10 ng BIOMOL International, USA
Tabelle 5: 14-3-3-Proteine; GST = Glutathion-S-Transferase

Die Mengenangaben beziehen sich auf die Menge an 14-3-3-Protein verwendet als
Positivkontrolle bei SDS-PAGE und Western Blot.

2.2.4 Primare Antikorper

Beschreibung Spezifizierung Verdiinnung Hersteller
Anti-Human- Kaninchen, 1:25 Immunolaboratories
14-3-3-p polyklonal ’ IBL Japan
Anti-Human- Kaninchen, 1:25 Immunolaboratories
14-3-3-y polyklonal ' IBL Japan
Anti-Human- Kaninchen, 1-80 Immunolaboratories
14-3-3-n polyklonal ' IBL Japan
Anti-Human- Kaninchen, 1:200 Immunolaboratories
14-3-3-¢ polyklonal ' IBL Japan
Anti-Human- Kaninchen, 1:25 Immunolaboratories
14-3-3-C polyklonal ' IBL Japan
Anti-Human- Kaninchen, 1:25 Immunolaboratories
14-3-3-¢ polyklonal ' IBL Japan
Anti-Human- Maus, 1:25 Immunolaboratories
14-3-3-1 monoklonal ' IBL Japan
Tabelle 6: IBL-Anti-14-3-3-Antikorper
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Beschreibung Spezifizierung Verdiinnung Hersteller
14-3-3-p (K19) ﬁirl];/rllf::ar} 1:2000 Biotescir;mtc?lggr;,ZUSA
14:3:37(C19) ﬁirl];/rllf::ar} 1:2000 Biotescir;mtc?lggr;,ZUSA
14-3-3m (E-12) ﬁirl]xlfrllf::ar} 1:2000 Biotescir;mtc?lggr;,ZUSA
14-3-3-2(1-16) ﬁirl];/rllf::ar} 1:2000 Biotescir;mtc?lggr;,ZUSA
14:3:3 (C19) }é?)rl];/rll%]:ar} 1:2000 Biotescir;mtc?lggr;,ZUSA
14-3-3-0 (N-14) ﬁirl]xlfrll%]:ar} 1:2000 Biotescir;mtc?lggr;,ZUSA
14-3-3(C17) ﬁirl];/rllf::ar} 1:2000 Biotescir;mtc?lggr;,ZUSA

Tabelle 7: SC-Anti-14-3-3-Antikorper

2.2.5 Sekundare Antikdrper

Beschreibung Spezifizierung Verdiinnung Hersteller
Goat-Anti-Rabbit- Ziege, 1:10000 Jackson ImmunoResearch
IgG (H+L) Peroxidase-konjugiert : Laboratories, USA
Goat-Anti-Mouse- Ziege, 1:10000 Jackson ImmunoResearch
IgG (H+L) Peroxidase-konjugiert : Laboratories, USA
Tabelle 8: Sekundare Antikorper
2.2.6 Kits
Beschreibung Model Hersteller
Sigma-Aldrich,

Tau-Protein-ELISA

Thrombin-Cleavage-Kit

Deglykosylierungs-Kit

Deglykosylierungs-Kit

CleanCleave™ KIT

INNOTEST® hTAU AG
N-Glycosidase F Deglycosylation
Kit

Glycoprotein Deglycosylation Kit

Deutschland
Innogenetics N.V.,
Belgien

Roche Diagnostics
GmbH, Deutschland

Calbiochem, USA

Tabelle 9: Kits
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2.2.7 Instrumente

Beschreibung

Model

Hersteller

Blot-Prozessor

Entwicklungsmaschine
Gelkammern
Scanner

Schuttel-und Mischgerate

Blotter (Semi-Dry Transfer Cell)

Energiequelle (Power Supply)

Trans Blot SD
BioLane HTI

Power Pac 3000
SRX-101A

Mini Protean I1I™
CanoScan 8400F

HS 501 (horizontal)
REAX 3 (taumelig)
REAX 2000 (Vortexer)

Bio-Rad, Deutschland

Holle & Huttner AG,
Deutschland

Bio-Rad, Deutschland
Konica, Deutschland
Bio-Rad, Deutschland

Canon, USA

IKA Labortechnik,
Deutschland

Heidolph, Deutschland

Heidolph, Deutschland

Thermomixer Comfort Eppendorf, Deutschland
Zentrifuge 5415D Eppendorf, Deutschland
Tabelle 10: Instrumente

2.2.8 Puffer und Lésungen

APS 10%:
(BLOTTO = bovine lacto
transfer technic optimizer):

ECL-2:
Elektrophoresepuffer
(SDS-running buffer):

Okano:

Probenpuffer:
Rotiphorese® Gel 40 (Roth):

Sammelgelpuffer:
TEMED® (Roth):
Transferpuffer:
Trenngelpuffer:

100 g Ammoniumperoxidisulfat in 11 44H,O

5% Milchpulver in PBS-T

2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Coumarsaure, 0,1 M Tris-HCI

pH=8,5

0,018% H,0,, 0,1 M Tris-HCI pH=8,5

192 mM Gilycin, 0,1% SDS, 25 mM Tris-HCI pH=8,3

0,1% BSA, 0,002% SDS, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton X 100, 0,2

M NaCl, 0,1 M Tris-HCI pH=8

9,55 g PBS-Pulver in 11 44H,0

PBS und 0,1% Tween-20
Roti® Load1 4x-Konz. (Roth)

40% acrylamid/bisacrylamid (37.5:1)

0,04% SDS, 1,5 M Tris-HCI pH=6,8

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, 99% p.a.
192 mM Gilycin, 20% Methanol, 25 mM Tris-HCI pH=8,3

0,4% SDS, 1,5 M Tris-HCI pH=8,8
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2.3 Methoden

2.3.1 Dot Blot

Um im Liquor des ausgewahlten Patientenkollektivs im Rahmen dieser Studie die
Isoformen des 14-3-3-Proteins mittels SDS-PAGE und Western Blot zu bestimmen,
wurden zunachst gegen die einzelnen Isoformen gerichtete 14-3-3-Antikorper auf

ihre Spezifitat hin untersucht.

Als Methode wurde der Dot Blot gewahlt, der dem Nachweis von spezifischer
Antigen-Antikorperbindung dient bzw. unspezifische Kreuzreaktionen nachweist.
Verglichen wurden Antikorper der Firma IBL, Japan, und Santa Cruz Biotechnology,
USA, in den in Tabelle 6 und 7 angegebenen Verdlinnungen. Die optimalen
Verdinnungen wurden zuvor mittels Verdinnungsreihe flr die einzelnen Antikorper
ermittelt. FUr den Dot Blot wurden jeweils 10 ng Protein der sieben als Antigen
dienenden GST (Glutathion-S-Transferase)-14-3-3-Isoformen (Biomol) auf insgesamt
14 Nitrocellulosestreifen (flr Inkubation mit 7x IBL-Primarantikérpern und 7 x Santa
Cruz-Primarantikérpern) aufgetragen, d. h. sieben ,Dots“ pro Streifen. Die freien
Bindungsstellen der Nitrocellulose wurden fir 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT)
mit BLOTTO blockiert. Die Streifen wurden dann Uber Nacht bei 4°C mit den
verschiedenen in Tabelle 6 und 7 aufgefuhrten Anti-14-3-3-Isoform-Antikdrpern
inkubiert. Nach Inkubation mit den Primarantikbrpern und der zu erwartenden
Antigen-Antikoérperbindung wurden die Streifen entsprechend dem Protokoll fir
Western Blots gewaschen und mit Sekundarantikorpern inkubiert. Eingesetzt wurde
als Sekundarantikorper in dieser Studie der Peroxidase-konjugierte Anti-Rabbit-gG-
(H+L)-Antikorper, auller fur die Detektion des monoklonalen Anti-Human-14-3-3-t-
Primarantikérpers der Firma IBL. Da von dieser Firma kein polyklonaler Anti-Human-
14-3-3-t-Antikdrper angeboten wurde, haben wir den monoklonalen Anti-Human-14-
3-3-t-Antikorper der Firma IBL gewahlt, bei dem entsprechend als
Sekundarantikdrper der Peroxidase-konjugierte Anti-Mouse-lgG-(H+L)-Antikdrper
verwendet wurde. Die anschlieBende Chemilumineszenzreaktion wurde auf
Rontgenfilm (ECL-Hyperfilm, Amersham, UK) visualisiert und je nach Spezifitat der

Antikorper waren die einzelnen ,Dots” fur die sieben 14-3-3-Isoformen sichtbar.
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2.3.2 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE ([engl.] sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist
eine Methode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in einem
elektrischen Feld. In dieser Untersuchung wurde sie genutzt, um den Liquor von
Patienten mit sporadischer Creutzfeldt-Jakob-Krankheit auf das Vorhandensein von

14-3-3-Protein-Isoformen mit einer GroRe von circa 30 kDa zu untersuchen.

Als Trennmedium dienten 0,75 mm dicke Gele auf Polyacrylamidbasis (5%iges
Sammelgel und 12%iges Trenngel), welche aus einer quervernetzten Matrix aus
Polyacrylamid und Bisacrylamid (37,5:1) bestehen. Die Quervernetzung wird durch
freie Radikale nach Zusatz von APS und TEMED® katalysiert und fihrt zur
Polymerisation des Gels, welches in einen Elektrophoresepuffer eingelegt wird. Des
Weiteren enthalt das Trenngel SDS, ein anionisches Detergens, welches die
Eigenladung der Proteine Uberdeckt und so eine Trennung der Proben ausschlielilich

anhand der Proteingréf3e moglich macht.

SDS wird ebenfalls in der Probenvorbereitung im Uberschuss zugefiigt [4 x Roti®
Load1 4x-Konz. (Roth)], damit die somit negativ geladenen Proben im elektrischen

Feld durch das siebartig wirkende Gel zur positiven Elektrode wandern kénnen.

In dieser Arbeit wurden von allen Patienten jeweils 15 ul Liquor als Probe verwendet
und diese mit dem Probenpuffer zusammen auf 95°C erhitzt, um mittels Spaltung
von Wasserstoff- und Disulfidbricken die Sekundar- und Tertiarstrukturen der
Proteine aufzubrechen. Die somit denaturierten Proteinproben wurden anschlief3end
auf das Gel aufgetragen und bei konstanten 100 V fur 2 Stunden gemal ihrer GroRRe
aufgetrennt, da kleine Proteine eine hoéhere elektrophoretische Mobilitat haben und
das Gel schneller durchwandern, wahrend grof3e Proteine von der Gelmatrix eher

zuruckgehalten werden.

Zusatzlich wurde auf jedes Gel ein Grélienmarker [Precision Plus Protein Standards
(dual color) oder Kaleidoscope Prestained Standard, Bio-Rad] aufgetragen,
bestehend aus Proteinen bekannter GroRe zur Abschatzung der Proteingrof3e in den
eigentlichen Liquorproben. AuRerdem wurde stets mindestens eine positive Kontrolle

aufgetragen, bei der es sich entweder um eine rekombinante GST-(Glutathion-S-
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Transferase)-14-3-3-Isoform mit einer Grofle von 60 kDa handelte oder um
rekombinante 14-3-3-Isoformen mit einer GroRe von 30 kDa nach Entfernung der
GST-Aminosaurenkette (sog. GST-Tag) durch die Methode der Thrombin-Cleavage.

Fir die Subtypen MM1, MV1, MV2 und VV2 der sCJK wurde folgende
Auftragungsanordnung auf die Gele gewahlt:

GroRenmarker (10 pl)

Positive Kontrolle 60 kDa (rekombinante GST-14-3-3-Isoform)
Positive Kontrolle 30 kDa (rekombinante 14-3-3-Isoform)
Patientenprobe 1

Patientenprobe 2

Patientenprobe 3

Patientenprobe 4

Patientenprobe 5

© 0O N O g B~ W DN =

Patientenprobe 6

-
o

Patientenprobe 7

Bei einigen Gelen wurde die Anordnung der Positivkontrollen (d.h. Position 2 und 3)
vertauscht, was bei den Abbildungen der Western Blots im Folgenden beachtet

werden sollte.

Bei den beiden seltenen Subtypen VV1 und MM2 wurde auf Grund der wenigen, den

Studienkriterien entsprechenden Liquorproben folgende Anordnung gewahit:

GroRenmarker (10 pl)

Positive Kontrolle 60 kDa (rekombinante GST-14-3-3-Isoform)
Patientenprobe 1 (VV1)

Patientenprobe 2 (VV1)

Patientenprobe 3 (VV1)

Patientenprobe 4 (VV1)

Patientenprobe 1 (MM2)

Patientenprobe 2 (MM2)

Patientenprobe 3 (MM2)

Patientenprobe 4 (MM2)

© 00 N O g B~ W N =

-
o

Wie aus dieser Anordnung hervorgeht, wurde die Positivkontrolle nur einmal fir
beide Subtypen aufgetragen. Bei der Darstellung der Blots im Ergebnisteil, eingeteilt
nach Subtypen, bedeutet dies fur den MM2-Subtyp, dass die Positivkontrolle nicht an

die Proben angrenzend ist und daher graphisch hinzugefligt wurde.
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2.3.3 Western Blot

Der Western Blot (WB) dient der Ubertragung der im Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Membran, um diese dann weiteren
Methoden mit dem Ziel der Detektion der Proteine, u. a. AntikGrper-vermittelt,
zuganglich zu machen. In dieser Arbeit wurde der Western Blot fir den Nachweis
von 14-3-3-Isoformen im Liquor von Patienten mit sporadischer Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit eingesetzt, wobei zunachst zahlreiche Western Blots zur Bestimmung der
optimalen Antikdrperkonzentrationen durchgefihrt werden mussten. Die aus diesen
Versuchen ermittelten Konzentrationen sind in den im Materialteil dargestellten

Tabellen aufgefuhrt.

Beim Western Blot wird ein zu dem Gel senkrechtes elektrisches Feld angelegt (0,6
A/Gel fur 1 Stunde), wodurch die Proteine auf eine PVDF (Polyvinyldifluorid)—
Membran (Amersham, UK) Ubertragen werden und auf Grund hydrophober
Wechselwirkungen an ihr haften bleiben. Die PVDF-Membran ist charakterisiert
durch ihre unspezifischen Bindungseigenschaften, so dass alle Proteine gleich stark
gebunden werden und das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten
bleibt.

Die sich nach dem Blotvorgang auf der Membran befindenden 14-3-3-Proteine, falls
zuvor uberhaupt im Liquor vorhanden, sollten nun mittels, der durch Dot Blot
ermittelten, spezifischen Primarantikorper gegen die 14-3-3-Isoformen detektiert
werden. Da sich im Dot Blot zeigte, dass die IBL-Primarantikorper eine hohere
Spezifitat aufwiesen, wurden fir den Western Blot ausschlieBlich Antikdrper der
Firma IBL verwendet. Die Membranen wurden zunachst fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur in BLOTTO inkubiert, um die freien Bindungsstellen der PVDF-
Membran zu blockieren und eine falschliche Bindung der Primarantikorper an die
Membran anstatt an die Zielproteine zu verhindern. Erst anschlielend wurde der
Primarantikorper in der in Tabelle 6 angegebenen Verdinnung hinzugegeben und

uber Nacht bei 4°C auf einem Schdttler, in luftdichter Folie eingeschweil3t, inkubiert.

Nach der nachtlichen Inkubation mit dem Primarantikdrper wurden die Membranen

fur insgesamt 45 Minuten mit BLOTTO und PBS-T gewaschen, um unspezifische
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Bindungen zu eliminieren und somit falsche Signale (sog. Background) bei der

spateren Entwicklung gering zu halten.

Im Folgenden wurden die Membranen fur 1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem
entsprechenden Sekundarantikorper inkubiert, der an die Fc-Region des
Primarantikdrpers bindet. Fur die Antikdrper gegen die Isoformen 14-3-3-8, -y, -, -¢, -
¢ und -o (IBL) wurde der Goat-Anti-Rabbit-lgG-Antikdrper in einer Verdinnung von
1:10000 eingesetzt, wahrend der Maus-monoklonale Anti-Human-14-3-3-t-
Primarantikérper (IBL) von dem Goat-Anti-Mouse-IgG-Antikérper mit ebenfalls
1:10000 Verdlinnung detektiert wurde. An beide Sekundarantikorper ist das Enzym
Meerrettichperoxidase ([engl.] horseradish-peroxidase (HRP)) konjugiert, welches die
Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form katalysiert, dessen
Chemilumineszenz auf einem Rontgenfilm detektiert werden kann. Vorteilhaft bei
dieser zweistufigen Detektion (Primar- und Sekundarantikdrper) ist die
Signalverstarkung durch die  Moglichkeit der multiplen Bindung des
Sekundarantikorpers (s. Abb. 5).

Nach Inkubation mit dem Sekundarantikérper wurden die Membranen wiederum
ausgiebig fur 45 Minuten in BLOTTO, PBS-T und Okano gewaschen, um schlecht
haftende bzw. unspezifisch gebundene Antikorper zu eliminieren und somit ebenfalls

den sogenannten ,Background® zu reduzieren.

NH; O

=

O
N\ By
~428nm
NH; O
O
+N,
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o
Chemilumineszenz-
reaktion

1. Antikorper

/A

Abbildung 5: Immundetektion und Chemilumineszenz
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AnschlieBend folgte die Inkubation der Membranen fir 1 Minute in
Entwicklungslosung (1:1 = ECL1:ECL2), wobei die oben beschriebene
Chemilumineszenzreaktion aktiviert und ein Rontgenfilm (ECL-Hyperfilm, Amersham,
UK) fur 2-4 Minuten belichtet und entwickelt wurde.

2.3.4 Thrombin-Cleavage

Die Methode der sogenannten Thrombin-Cleavage zur Spaltung von rekombinanten
Fusionsproteinen wurde in dieser Arbeit angewendet, um die als Positivkontrollen
dienenden GST-14-3-3-Isoformproteine mit einer GroRe von 60 kDa durch
Entfernung des GST-(Glutathion-S-Transferase)-Tags auf ihre Originalgrof3e von 30
kDa zu reduzieren. Die dadurch entstandenen 14-3-3-Proteine wurden ebenfalls als
Positivkontrollen im Western Blot eingesetzt mit dem Vorteil, dass sich die
Bandenhoéhen von Positivkontrolle und 14-3-3-Proteinisoformen der Liquorproben
entsprechen und somit die Identifikation der spezifischen Banden erleichtert wurde.
Die Glutathion-S-Transferase wird haufig bei der Entwicklung von rekombinanten
Proteinen als sogenanntes GST-Genfusionssystem verwendet. Bei dem ,Tag"
handelt es sich um eine Kette von 220 Aminosauren, die an den N-Terminus des im

Interesse stehenden rekombinanten Proteins, in diesem Falle 14-3-3-8, -y, -0, -¢, -C, -

o, -t gehangt bzw. durch das Bakterium Escherichia coli produziert wird. Der Vorteil
des GST-Tags liegt in seiner hohen Affinitat zu Glutathion. Diese Eigenschaft erlaubt
eine hochgradige Aufreinigung des Fusionsproteins aus Zelllysaten mit Hilfe von z.
B. Glutathion-Sepharose-4B-Beads (Biomol). Zusatzlich enthalten die GST-14-3-3-
Isoformen eine bestimmte Spaltungsdomane (Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser) fur Thrombin
in der GST-Fusionsregion. An dieser Domane kann das Thrombin, eine
Serinprotease mit hoher proteolytischer Spezifitat, schneiden und somit das GST-
Tag von dem rekombinanten Protein trennen. Diese Eigenschaft des Thrombins
wurde bei der hier angewandten Methode der Thrombin-Cleavage genutzt und mit
Hilfe des THROMBIN CleanCleave™ KITs (Sigma-Aldrich) das GST-Tag von den

rekombinant hergestellten 14-3-3-Isoformen entfernt.

In dieser Arbeit wurden pro Isoform 50 pug Fusionsprotein, d.h. GST-14-3-3-Protein,
in 250 ul Endvolumen aufgereinigt. Zunachst wurden die Thrombin-Agarose-

Granulate in eine homogene Losung Uberfuhrt, 25 yl der 50% (v/v) Suspension fur 5

-37-



2 Material und Methoden

Minuten bei 500 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. 125 pl des
mitgelieferten einfach konzentrierten Cleavagepuffers wurden hinzugeflgt,
wiederum fir 5 Minuten bei 500 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt, um die Thrombin-Agarose-Granulate
optimal aufzureinigen. Um die eigentliche Spaltungsreaktion in Gang zu setzen,
wurden die Granulate in 25 pyl zehnfach-konzentrietem Cleavagepuffer
resuspendiert, 50 pg Fusionsprotein hinzugegeben und das Volumen anschlie3end
mit 4gH20 auf 250 pl aufgefullt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der
Spaltungsreaktion bei 25°C flir 6 Stunden unter standiger Bewegung der
verwendeten Eppendorfcups (Thermomixer). Darauffolgend wurden die Proben zwei
Minuten bei geringer Umdrehungszahl zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und
mittels SDS-PAGE und Western Blot auf die erwarteten Spaltprodukte hin
untersucht, d.h. 14-3-3-Isoformen ohne GST-Tag mit einer Grdlie von 30 kDa.

2.3.5 Tau-Proteinbestimmung im Liquor

Das Tau-Protein im Liquor der sCJK-Patienten wurde mit dem Festphasen-
Enzymimmunoassay INNOTEST® hTAU AG (Innogenetics N.V., Belgien) quantitativ
bestimmt. Bei diesem Sandwich-ELISA wird durch den ersten monoklonalen
Antikorper (AT120) das Tau-Protein im Liquor (25 ul) in der Festphase gebunden und
anschlielend mit zwei weiteren biotinylierten monoklonalen Antikérpern (HT7 und
BT2) gegen verschiedene Tau-Proteinepitope inkubiert. Der Nachweis dieser
gebundenen Antikorper erfolgt Uber Peroxidase-markiertes Streptavidin, welches
nach Zugabe von Substrat-Gebrauchslésung zu einer Blauverfarbung der positiven
Proben fuhrt. Diese Reaktion wird durch den Zusatz von Schwefelsaure
unterbrochen, gefolgt von einer Gelbfarbung der Proben. Die Extinktionen werden
bei 450 nm gemessen und anhand einer fur diesen ELISA etablierten Standardkurve
die entsprechenden quantitativen Werte des Tau-Proteins in den Liquorproben
bestimmt. Die Anwendung des INNOTEST® hTAU AG erfolgte gemal’ Protokoll des

Herstellers.
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2.4 Ergebnisauswertung

Die Western Blots wurden semiquantitativ von zwei Betrachtern (S.J. und U.H.)
ausgewertet, wobei U.H. fur Subtyp und 14-3-3-Isoform geblindet war. Beurteilt
wurde zum einen qualitativ das reine Vorhandensein von Banden auf Hohe von 30
kDa, entsprechend der Molekulargréfie der 14-3-3-Isoformen. Zum anderen erfolgte
eine semiquantitative Auswertung orientierend an der Bandenstarke der

Positivkontrolle bei entweder 60 kDa oder 30 kDa gemalf folgendem Algorithmus:

0 Punkte) = negativ, keine Banden detektierbar
1 Punkt) = schwach positiv, schwache Banden erkennbar

++

(
(
+ (2 Punkte) = positiv, Banden sichtbar
(3 Punkte) = stark positiv, Bandenstarke deutlich sichtbar
(

+++ (4 Punkte) = sehr stark positiv, Banden sehr deutlich und breit

Jede Liquorprobe wurde semiquantitativ mit einer Punktzahl von 0 (negativ) bis 4
(sehr stark positiv) bewertet. Bei jeweils sieben Proben von MM1, MV1, MV2 und
VV2, konnte eine maximale Punktzahl von 28 fur Subtyp und korrespondierender
Isoform erzielt werden, bei MM2 und VV1 mit jeweils vier Proben entsprechend 16
Punkte maximal. Um Haufigkeit und Intensitat der Banden flr jeden molekularen
Subtyp zu vergleichen, wurde der Prozentsatz der maximal erreichbaren Punkte
berechnet. Zusatzlich wurde die semiquantitative Auswertung mittels Punktzahl
verwendet, um jede 14-3-3-Isoform, jeden Subtyp, jeden Genotyp und beide PrP-
Typen jeweils zusammenzufassen. Alle Western Blots mit den Patienten der
verschiedenen Subtypen und auch die Kontrollen wurden gemafl dem oben
genannten Algorithmus ausgewertet und nach 14-3-3-Isoformen unterteilt

tabellarisch aufgefuhrt.

Des Weiteren wurden alle Patienten eines Subtyps gemeinsam betrachtet und rein
qualitativ fur eine 14-3-3-Isoform als positiv [+] gewertet, wenn bei mindestens 70%,
d.h. 5 der 7 Patientenliquores (bzw. 3 von 4 Patienten bei VV1 und MM2) diese
Isoform im Western Blot nachgewiesen werden konnte. Negativ [-] fur eine 14-3-3-
Isoform wurde der Subtyp gewertet, wenn wiederum bei mindestens 70% keine
Banden fur die entsprechende Isoform nachgewiesen werden konnten. Subtypen, die

diesen Kriterien nicht entsprachen, wurden mit [+/-] gewertet und erlauben keine
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eindeutige Aussage hinsichtlich der An- bzw. Abwesenheit der jeweiligen

untersuchten 14-3-3-Isoform bezogen auf den gesamten Subtyp.

Aulerdem erfolgte eine Analyse hinsichtlich Abhangigkeit der Bandenintensitat von
der 14-3-3-Isoform zum einen unabhangig vom sCJK-Subtyp, zum anderen abhangig
vom sCJK-Subtyp. Als letzter Punkt erfolgte die Korrelation des Tau-Proteins, als
weiterem neurodegenerativen Marker, einerseits mit den Subtypen und andererseits

mit der Bandenintensitat der Western Blots bei den jeweiligen 14-3-3-Isoformen.

Die Auswertung und graphische Darstellung der ermittelten Ergebnisse erfolgte mit
Hilfe des Statistik- und Graphikprogramms GraphPadPrism 4.0. Als statistische
Methoden wurden verwendet Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall und nicht-
lineare Regression. Weitere statistische Analysen wurden auf Grund der geringen
Patientenzahlen und der damit verbundenen verminderten Aussagekraft nicht

angewandt.
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3 Ergebnisse

3.1 Das Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Studie wurden Liquorproben von insgesamt 36 Patienten mit
gesicherter sporadischer Creutzfeldt-Jakob-Krankheit und 8 Kontrollpatienten mit
anderer neurologischer Diagnose auf das Vorhandensein von 14-3-3-Isoformen
getestet. Die 36 CJK-Patienten wurden gemaf ihrem Polymorphismus an Codon-129
und der Grolke des Proteinase-K-resistenten Prionproteinfragments in die bekannten
6 Subtypen der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit unterteilt. Dementsprechend gab es

folgende Patientengruppen:

= MM1-Subtyp n=7
= MM2-Subtyp n=4
= MV1-Subtyp n=7
= MV2-Subtyp n=7
= VV1-Subtyp n=4
=  VV2-Subtyp n=7

Von den Subtypen MM2 und VV1 konnten jeweils nur 4 Proben untersucht werden,
da diese Subtypen weltweit selten vorkommen und nur wenige Patienten die bereits
genannten Untersuchungskriterien, insbesondere die Liquorpunktion im letzten
Krankheitsdrittel, erfullten. Die demographischen Charakteristika der CJK-
Patientenkollektive sind in Tabelle 11, die der Kontrollpatienten in Tabelle 12

wiedergegeben:

sCJK

ges MM1 MM2 MV1 MV2 VV1 VVv2
(n = 36) (n=7) (n=4) (n=7) (n=7) (n=4) (n=7)
Geschlecht im . . . . . . .
Verhiltnis 3:0 5.7 3:4 1:1 3:4 2:5 4:0 1:3
Mittleres Alter in
Jahren bei 60,94 68,86 63 60,29 63 53 57,5
Symptombeginn (40-81) (58-78) (47-76) (46-79) (53-76) (41-69) (40-81)
(Spannweite)
Mittlere
Krankheitsdauer in 8,93 4,29 10,25 5,14 14,14 11,75 8
Monaten (2-23) (2-9) (3-17) (2-10) (4-23) (5-17) (3-16)
(Spannweite)

Tabelle 11: Demographische Tabelle des CJK-Patientenkollektivs

-4] -



3 Ergebnisse

Kontrollpatienten Anzahl Geschlecht Mittleres Alter in 14-3-3 bei
(Nicht-CJK) 3:Q Jahren bei Routinediagnostik
Krankheitsbeginn

Ischamisch 4 1:3 76,5 Positiv

Entziindlich 4 3:1 72 Positiv

Tabelle 12: Demographische Tabelle der Kontrollpatienten
3.2 Nachweis der Antikorperspezifitat

Der Dot Blot als Methode zur Untersuchung der Antikdrperspezifitat wurde, wie
bereits beschrieben, in dieser Arbeit angewandt, um die Spezifitat der verwendeten
Antikorper der Firmen IBL, Japan, und Santa Cruz Biotechnology, USA, fur die 14-3-
3-Isoformen zu ermitteln und zu vergleichen, um diese dann als Primarantikorper in
den Western Blots zu verwenden. Als Antigene wurden rekombinant hergestellte 14-

3-3-Proteinisoformen verwendet. Abbildung 6 zeigt das Ergebnis des Dot Blots:

Antigen 14-3-3, 10 ng
B il n & o ¢

® & 99 & ® oscy
o IBL-p
o9 - ® sCv
L]

IBL-y

T

. SC-n

- IBL-n

@ IBL-¢

SC-o

L IBL-c

e .'&C-T
® [BL-t

® sc

e IBL:

Abbildung 6:

Dot Blot zum Nachweis der Antikérperspezifitat

SC = Anti-14-3-3-Isoform-Antikérper der Firma Santa Cruz Biotechnology
IBL = Anti-14-3-3-Isoform-Antikérper der Firma IBL Japan
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Der Dot Blot zeigt spezifische Antigen-Antikdrperreaktionen fir die Antikérper IBL-
B, IBL-n, SC-¢, IBL-c, IBL-t, SC- und IBL-C. Bei den Antikérpern IBL-y und IBL-¢ sind
zusatzlich kleine ,Dots* (Punkte), im Sinne einer geringfligigen Kreuzreaktion mit der
Isoform 14-3-3-B zu sehen, die jedoch im Vergleich zu den Punkten der spezifischen
Antigen-Antikorperreaktion der jeweiligen 14-3-3-Isoform deutlich kleiner sind, wie
aus der Abbildung hervorgeht. Die Antikdrper der Firma Santa Cruz Biotechnology,
die gegen die Isoformen 14-3-3-f, -y und -t gerichtet sind, weisen hingegen, neben
ihrer spezifischen Isoformreaktion, mehrere, vergleichsweise starke Kreuzreaktionen
mit anderen 14-3-3-Isoformen auf. Fur die Antikorper SC-c und -n zeigte der Dot Blot
mit den verwendeten Konzentrationen flr Antigen und Antikérper keine ,Dots®, bei

SC-n jedoch eine geringe Kreuzreaktion mit der Isoform f.

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen eine hdhere Spezifitat der IBL-Antikérper
gegenuber den einzelnen 14-3-3-Isoformen als die Antikdrper der Firma Santa Cruz,
so dass fur die folgenden Untersuchungen der Patientenliquores mittels Western Blot

die Antikdrper der Firma IBL als Primarantikdrper gewahlt wurden.

3.3 Auswertung der Western Blots

Das gesamte Patientenkollektiv, d.h. alle sCJK-Subtypen und Kontrollen, wurde auf
das Vorhandensein der sieben 14-3-3-Isoformen (B, y, 1, €, €, o, T) hin untersucht. Um
Ubersichtlichkeit zu gewahren, wurden die Western Blots eines Subtyps in einer
Abbildung zusammengefasst und die Blots auf Hohe der 30 kDa-Banden
ausgeschnitten. Bei einigen Western Blots ist die Positivkontrolle bei 30 kDa kaum zu
sehen, in der Hohe leicht von den Banden der Patientenliquores abweichend oder
wie bei den MM2- und VV1-Subtypen nur als Positivkontrolle bei 60 kDa
aufgetragen. Da auf jedem Western Blot jedoch ein molekularer Grélkenmarker
aufgetragen wurde, der zwar mittels Chemilumineszenzreaktion nicht detektiert
wurde, auf der Membran des jeweiligen Blots jedoch farbig zu erkennen war, konnte
stets ein Vergleich der Bandenhdéhen mit dem Molekulargewichtmarker stattfinden.
Somit wurde sichergestellt, dass es sich bei den beschriebenen Banden tatsachlich
um die 14-3-3-Isoformen handelt.

Um eine semiquantitative Aussage Uber den Nachweis der 14-3-3-Isoformen zu
ermoglichen, wurden zunachst die Antikorperkonzentrationen uber genormte Proben
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mit einer definierten Menge von Antigen (10 ng) mittels Western Blot ermittelt. Es
wurden diejenigen Antikdrperkonzentrationen bestimmt, die bei identischer
Antigenkonzentration optisch gleiche Bandenintensitaten aufzeigten.

Mit diesen ermittelten Antikdrperkonzentrationen wurde jeweils dieselbe
Liquormenge (15 pl) aus den einzelnen Patientenproben auf das Vorhandensein von
14-3-3-Isoformen untersucht. In frGheren Arbeiten wurde eine Korrelation der
Bandenintensitaten mit der 14-3-3-Konzentration nachgewiesen (Wakabayashi et al.
2001). Dadurch lasst sich eine qualitative und sogar eine semiquantitative Aussage
hinsichtlich der Bandenstarken im Western Blot der 14-3-3-Isoformen machen. Es ist
jedoch nicht auszuschlieen, dass eine 14-3-3-Isoform, die im Western Blot nicht
detektiert wurde, in geringer Konzentration im Liquor vorhanden sein konnte. Die
Konzentration dieser Isoform lage dann jedoch unter der Nachweisgrenze der in
dieser Arbeit gewahlten Antikdrperkonzentration und Methode und hat flr das Ziel
dieser Arbeit, namlich Differenzierung der molekularen Subtypen von Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit mittels Western Blot, keine diagnostische Relevanz. Die
semiquantitative Auswertung erfolgte wie im Methodenteil 2.4 beschrieben und ist

tabellarisch fur jeden Subtyp aufgeflihrt.

3.3.1 MM1-Subtyp

Abbildung 7 zeigt die Western Blots der sieben Isoformen fir den MM1-Subtyp bei
30 kDa. Die Positivkontrollen, bestehend aus den rekombinanten 14-3-3-Isoformen
mit GST-Tag und somit einer Grof3e von 60 kDa, sind bei dieser Darstellung der WB
nicht sichtbar. Die nach Thrombin-Cleavage als Positivkontrollen dienenden
rekombinanten 14-3-3-Isoformen von 30 kDa sind bei den Blots an dritter Position
aufgetragen, ausgenommen der Isoformen ¢ und ¢, wo sie sich an zweiter Stelle
befinden. Daher erfolgte die Beschriftung der Positivkontrollen mit Antigen 60 kDa
oder Antigen 30 kDa (Ag60/Ag30) bzw. umgekehrt (Ag30/Ag60), abhangig von der
Auftragung auf die Gele.
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M Age0/ Ag30/1 2 3 4 5 6 7
Ag30 Ag60

30kDa ‘ _-.---’-"" IBLB 1:25

IBLn 1:80

IBL e 1:200

IBLC 1:25
IBLo 1:25

- 4 IBLt 1:25

e — — —

Abbildung 7: MM1-Subtyp
M = Marker; 1-7 = Patienten
Ag60 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 60kDa
Ag30 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 30kDa

nach Thrombin-Cleavage

Bei allen sieben Patienten des MM1-Subtyps konnten die vier Isoformen 14-3-3-f3, -
v, - und - mit deutlichen Banden im WB nachgewiesen werden. Bei den WBs der
Isoformen y und ¢ sind die Banden besonders stark ausgepragt und weisen bei der
Mehrzahl der Patienten sogenannte Doppelbanden auf, die sich allerdings in ihrem
Muster unterscheiden. Bei dem 14-3-3-y-WB ist bei den Patientenliquores die untere
Bande starker als die obere. Die Positivkontrolle von 14-3-3-y, die ebenfalls eine
leichte Doppelbande zeigt, liegt jedoch in Hohe der oberen, feineren Bande der
Patienten. Bei dem 14-3-3--WB sind bei den Patientenliquores die oberen Banden

betont.

Zusatzlich zeigen sich fur die Isoformen B und £ variable Bandenstarken bei den
verschiedenen Patienten. So sind in Abbildung 7 die Banden flr die Isoform 14-3-3-8
bei den Patienten 3, 4, 5 und 6 starker als die der restlichen Patienten. Dieses
Muster ist nahezu analog fur die Isoform £, wobei dort auch Patient 7 eine starke
Bande aufweist. Bei den Western Blots fur die Isoformen 14-3-3-n, -6 und -t sind bei
keinem Patienten Banden sichtbar, wobei die Positivkontrolle bei der Isoform14-3-3-

o nur schwach zu erkennen ist.
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Tabelle 13 zeigt die semiquantitative Auswertung der Bandenstarken fir den MM1-
Subtyp gemall dem im Methodenteil beschriebenen Algorithmus fur die einzelnen

14-3-3-Isoformen.

MMA 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3
B ¥ n g ¢ o T
Pat. 1 (+) + - + + - -
Pat. 2 (+) ++ - ++ + - -
Pat. 3 + +++ = ++ ++ = -
Pat. 4 + +++ = ++ + = =
Pat. 5 + +++ = ++ ++ = -
Pat. 6 + +++ = ++ ++ = -
Pat. 7 (+) +++ = ++ + = =

Tabelle 13: MM1-Subtyp, Semiquantitative Auswertung der
14-3-3-Isoform-Western-Blots; Pat. = Patient

3.3.2 MV1-Subtyp

Die Western Blots des MV1-Subtyps sind in Abbildung 8 dargestellt. Ebenso wie
beim MM1-Subtyp sind die Isoformen 14-3-3-B,-y,-e und -C bei der Mehrheit der MV1-

Patienten nachweisbar, die Isoformen n, ¢ und t hingegen nicht.

M Ag60/ Ag30/ 1 2 3 4 5 6 7

AQ30 Ags0
30kDa --- [ —— s BLp 1:25
- - —
Pama e — IBLy 1:25
= p— IBL n 1:80
e e - IBL & 1:200
r
——
BLo 1:25
g
- IBLt 1:25
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Abbildung 8: MV1-Subtyp
M = Marker; 1-7 = Patienten
Ag60 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 60kDa
Ag30 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 30kDa

nach Thrombin-Cleavage

Ebenso wie beim MM1-Subtyp sind deutliche Doppelbanden bei der y-Isoform aller
sieben Patienten zu erkennen, mit dem gleichen Muster der intensiveren unteren
Bande. Die Isoform 14-3-3-C zeigt im Gegensatz beim MV1-Subtyp nur bei Patient 1

eine deutliche, bei Patient 6 nur eine diskrete Doppelbande.

Bei der Isoform 14-3-3-n ist die positive Kontrolle in Hohe von 30 kDa bei diesem WB
sehr schwach. Dennoch kann man sagen, dass auller bei dem Patienten 6, wo sich
eine schwache Bande bei 30 kDa andeutet, kein Nachweis von 14-3-3-n bei den
anderen sechs MV1-Patienten zu erkennen ist. Ebenso sind die Isoformen 1 und
o nicht als Bande im Liquor des Patientenkollektives nachweisbar, wobei bei letzterer
Isoform die positive Kontrolle ebenfalls nicht in Hohe von 30 kDa zu sehen ist und

der Patient 6 als einziger eine mdgliche schwach positive Bande zeigt.

Auffallig bei den Patienten unabhangig von der nachzuweisenden Isoform ist die
unterschiedliche Bandenintensitat. Die Banden des Patienten 4 sind, wenn
uberhaupt vorhanden, bei den verschiedenen Isoformen sehr schwach, bei der
Isoform y im Vergleich gesehen noch am starksten. Diese Isoform ist insgesamt bei
allen Patienten mit der starksten Intensitat abgebildet. Vergleicht man die
Bandenstarken der Patienten untereinander, so ist die Bandenintensitat bei Patient 4
stets am schwachsten, bei Patient 6 am starksten. Die Banden des Patienten 6
zeigen bei allen, mehrheitlich fur den MV1-Subtyp nachgewiesenen, Isoformen (f,
v, €, ) die hochste Intensitat. Zusatzlich kann ausschlie3lich bei dem Patienten 6 eine

Bande fur die Isoform 14-3-3-n nachgewiesen werden.

Tabelle 14 zeigt zusammenfassend die semiquantitative Auswertung der
Bandenstarken fur den MV 1-Subtyp.
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14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3

Mv1
B Y n € 4 c T

Pat. 1 + ++ = + + _ _
Pat. 2 + ++ = + + = =
Pat. 3 +) + - +) + - -
Pat. 4 : (+) - - (+) - -
Pat. 5 + ++ = + + _ _
Pat. 6 ++ +++ + ++ ++ (+) -
Pat. 7 (+) ++ = + (+) = =
Alle 11/28 19/28 2/28 12/28 13/28 1/28 0

39% 68% 7% 43% 46% 4%

Tabelle 14: MV1-Subtyp, Semiquantitative Auswertung der
14-3-3-Isoform-Western-Blots; Pat. = Patient

3.3.3 VV2-Subtyp

Bei allen sieben Patienten mit VV2-Subtyp konnten Banden, geringfligig
unterschiedlicher Intensitat, bei den folgenden vier 14-3-3-Isoformen gezeigt werden:
B,v,eund ¢. Die beiden Isoformen n und o weisen bei keinem der sieben VV2-
Patienten Banden auf, die Isoform 14-3-3-t hingegen lasst bei sechs der sieben
Patienten Banden erkennen. Die positive Kontrolle zeigt bei diesem WB keine
sichtbare Bande bei 30 kDa, jedoch eine schwache Bande bei 60 kDa, ebenso wie

die positive Kontrolle fur die Isoform .

Wie auch bei den vorher beschriebenen Subtypen ist die Isoform y mit Doppelbanden
assoziiert, wobei die oberen Banden sehr schwach und damit kaum sichtbar sind.
Ebenso finden sich auch bei 14-3-3-C diskrete Doppelbanden, die mit dem bereits bei
dem MM1-Subtyp beschriebenen Muster fur 14-3-3-C, mit einer starkeren oberen

Bande, einhergehen. Abbildung 9 zeigt die Blots fir den Subtyp VV2:
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M Ags0/ Ag30/ 1 2 3 4 5 & 7
Ag30 Ags0

30kDa -- IBLp 1:25

IBLy 1:25
IBLn 1:80
IBL= 1:200
IBLZ 1:25
IBLo 1:25

IBLt® 1:25

Abbildung 9: VV2-Subtyp
M = Marker;1-7 = Patienten
Ag60 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 60kDa

Ag30 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 30kDa

nach Thrombin-Cleavage

Die nachfolgende Tabelle 15 zeigt fur den VV2-Subtyp die semiquantitative

Auswertung der in den Western Blots dargestellten Banden nach dem beschriebenen

Algorithmus:
14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3
Vv2
B Y n g G c T
Pat. 2 + +++ - ++ ++ - +
Pat. 4 ++ +++ = ++ ++ = +
Pat. 6 (+) + - % ++ - (+)
Alle 15/28  24/28 0 19/28  20/28 0 10/28
54% 86% 68% 1% 36%

Tabelle 15: VV2-Subtyp, Semiquantitative Auswertung der
14-3-3-Isoform-Western-Blots; Pat. = Patient
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3.3.4 MV2-Subtyp

Im nachfolgenden sind die Western Blots der verschiedenen Isoformen fur den MV2-
Subtyp dargestellt. Sie zeigen ein eher heterogenes Bild, so dass die im Anschluss
folgende tabellarische Auswertung der Bandenintensitat naher betrachtet werden
sollte. Zunachst einmal kann man jedoch sagen, dass, wie bei den vorangehend
beschriebenen Subtypen auch, bei dem MV2-Subtyp die 14-3-3-Isoformen j, y, € und
¢ bei der Mehrzahl der Patienten nachgewiesen werden konnten, wenn auch in sehr

stark variierender Intensitat der Banden (s. Abb. 10).

Bei dem hier beschriebenen MV2-Subtyp sind bei keinem der sieben Patienten
Banden bei den Isoformen 14-3-3-n,-c und -t zu erkennen. Die Isoform vy zeigt
erneut deutliche Doppelbanden des bereits fur diese Isoform beschriebenen Musters,
wobei die Patienten 4, 5, 6 und 7 zusatzlich noch eine dritte Bande zeigen, die dem

Muster der Doppelbanden der Isoform £ ahneln.

Auch in dieser Abbildung des Subtyps MV2 wird deutlich, dass diejenigen Patienten,
die in einer Isoform starke Bandenintensitaten aufweisen, dies auch bei den anderen
Isoformen tun, z.B. Patienten 1, 3 und 5. Diejenigen Patienten hingegen, deren
Bandenintensitat bei einer Isoform schwach ist, z.B. Patienten 2 und 4, haben auch

bei den anderen Isoformen schwache oder sogar keine Banden.

M Ag60/ Ag30/1 2 3 4 5 6 7
Ag30 Ag0

30kDa --- * W e S el - IBLB 1:25
_— p— P e ——
- _.—-g—-g IBLy 1:25

IBLn 1:80
— e — — -~ IBLc 1:200
- J— S . BL: 1:25
—
| BLo 125
— IBLt 1:25
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Abbildung 10:  MV2-Subtyp
M = Marker; 1-7 = Patienten
Ag60 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 60kDa
Ag30 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 30kDa

nach Thrombin-Cleavage

Die unterschiedlichen Bandenintensitaten sind in der Tabelle 16 fur den Subtyp MV2

semiquantitativ ausgewertet.

14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3
MV2
B Y n € € c T

Pat. 1 ++ +++ = ++ + = =
Pat. 2 - (+) - - - - -
Pat. 3 + ++ - ++ (+) - -
Pat. 4 (+) + - - - - -
Pat. 5 + ++ - + (+) - -
Pat. 6 (+) ++ - + (+) - -
Pat. 7 ++ ++ - ++ ++ - +
Alle 12/28  19/28 0 13/28  8/28 0 2/28

43%  68% 46%  29% 7%

Tabelle 16: MV2-Subtyp, Semiquantitative Auswertung der
14-3-3-Isoform-Western-Blots; Pat. = Patient

3.3.5 VV1- und MM2-Subtyp

Da es sich bei den beiden Subtypen VV1 und MM2 um sehr seltene Formen der
Creutzfeldt-dakob-Krankheit handelt und, wie bereits im Methodenteil erwahnt, nur
sehr wenige Patienten (jeweils 4) den Untersuchungskriterien entsprachen, wurden
beide Subtypen gemeinsam auf das Vorhandensein der 14-3-3-Isoformen
untersucht. Die Abbildung 11 zeigt dementsprechend die ersten vier
Patientenliquores (VV1, 1-4) des Subtyps VV1, bei den nachsten 4 Patienten (MM2,
1-4) handelt es sich um den MM2-Subtyp.
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V1 MM2
M Ag60 12 3 41 2 3 4
60kDa— D 30kDa — W o ~ = s BLp 1:25
om= e Sp——_ L
v IBLn 1:80
—  — - GG . = [BL: 1:200
' C eEmems 4 e [BLC 1:25
b IBLc 1:25
- e - s [BL T 1:25

Abbildung 11:  VV1- und MM2-Subtypen
M = Marker
Ag60 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 60 kDa
VV1, 1-4 = Vier Patienten vom VV1-Subtyp
MM2, 1-4 = Vier Patienten vom MM2-Subtyp

Bei den positiven Kontrollen handelt es sich hierbei um die direkt kommerziell
erworbenen, rekombinanten Antigene mit einem Molekulargewicht von 60 kDa. Aus
technischen Grunden (limitierte Anzahl der Geltaschen pro Gel) war eine Auftragung
einer weiteren positiven Kontrolle nach Thrombin-Cleavage und somit einer GroRe
von 30 kDa auf das gleiche Gel nicht moglich. Auf Grund der wechselhaften
Verlasslichkeit der Thrombin-Cleavage und einer begrenzten Anzahl maoglicher
Wiederholungen der Western Blots durch den limitierenden Faktor der Liquormenge
dieser seltenen Patienten wurde die Auftragung der 60 kDa-groRen, rekombinanten
14-3-3-Isoformen als Positivkontrolle gewanhlt. In Abbildung 11 sind diese positiven
Kontrollen daher abgesetzt dargestellt und entsprechend mit 60 kDa markiert,
wohingegen die 14-3-3-Isoformen bei den Patientenliquores sich wie Ublich bei 30
kDa finden und mittels Vergleich mit dem molekularen GroRenmarker auf der

Membran als solche verifiziert wurden.

VV1-Subtyp

Abbildung 11 zeigt den Nachweis der Isoformen 14-3-3-8, -y, - und -, entsprechend

allen vorher beschriebenen Subtypen, und zusatzlich der Isoform t, welche
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aulRerdem nur beim VV2-Subtyp noch Banden zeigte. Die Isoformen 14-3-3-n und -c
sind bei diesem sCJK-Subtyp bei allen vier Patienten nicht nachweisbar. Wiederholt
deuten sich leichte Doppelbanden bei der y-Isoform an und es sind deutliche
Unterschiede in der Bandenintensitat der vier Patienten zu erkennen, insbesondere
des Patienten 4, der bei allen nachgewiesenen Isoformen die gro3te Bandenstarke
zeigt. Tabelle 17 zeigt die semiquantitative Auswertung der Banden fur die vier
Patienten des VV1-Subtyps.

14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3

vVv1
B Y n £ d c T

Pat. 1 ++ + - ) ® - (+)
Pat. 2 + + = + + - (+)
Pat. 3 + + - + (+) = -
Pat. 4 ++ ++ - ++ ++ - +
Alle 10/16 9/16 0 8/16 7/16 0 4/16

62,5% 56% 50% 44% 25%

Tabelle 17: VV1-Subtyp, Semiquantitative Auswertung der
14-3-3-Isoform-Western-Blots; Pat. = Patient

MM2-Subtyp

Bei allen vier MM2-Patienten zeigt die Abbildung 11 Banden unterschiedlicher
Intensitat fur die 14-3-3-Isoformen B, v, e und . Bei der Isoform t sind bei zwei der
vier Patienten (Patienten 1 und 4) Banden bei 30 kDa zu erkennen. Die anderen
beiden Isoformen nund o sind auch bei diesem Subtyp nicht nachweisbar.
Wiederum sind bei allen vier MM2-Patienten Doppelbanden bei der y-lsoform
vorhanden und auch das Muster der unterschiedlichen Bandenintensitat, mit
starkeren Banden der Patienten 1 und 4, bei allen vorhandenen Isoformen ist bei
diesen Western Blots erkennbar. Tabelle 18 zeigt auch fir den MM2-Subtyp die
Auswertung der Bandenintensitat fur die vier Patienten.
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14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3
MM2
p ¥ n € g c T
Pat. 1 +++ ++ - ++ ++ - (+)
Pat. 2 (+) + - (+) (+) - -
Pat. 3 (+) + - + (+) - -
Pat. 4 ++ ++ - + + - +
Alle 9/16  10/16 0 8/16 7/16 0 3/16
56% 62,5% 50% 44% 19%

Tabelle 18: MM2-Subtyp, Semiquantitative Auswertung der
14-3-3-Isoform-Western-Blots; Pat. = Patient

3.3.6 Kontrollpatienten

Die Western Blots der acht Patienten mit ischamischem bzw. entzindlichem
Geschehen zeigen innerhalb dieser beiden Gruppen keine Unterschiede hinsichtlich
des Isoformmusters. Die Abbildung 12 zeigt Uberraschenderweise kaum Banden fur
die Isoformen B und g, im Gegensatz zu den CJK-Patienten, jedoch vergleichbar
deutliche Banden fur die Isoformen 14-3-3-y und -C. Weiterhin zeigten die Western

Blots der Kontrollpatienten fur die Isoformen 1, ¢ und t keine Banden.

Ko_lschamie Ko_Entzindlich
M Ag60 1 2 3 415 6 7 8

60kDa --- 30kDa --- — IBLE 1:25

—— - s e e - IBLy 1:25

IBL 1 1:80
- -— IBL = 1:200
|
- = - -
- - il - — ”'-I c
b IBLc 1:25

: .- IBLt 1:25

Abbildung 12:  Kontrollpatienten (ischamisch und entziindlich)
M = Marker
Ag60 = rekombinantes Antigen der jeweiligen Isoform, 60 kDa
Ko_lIschamie, 1-4 = Vier Pat. mit ischamischem Geschehen

Ko_Entzindlich, 5-8 = Vier Pat. mit entziindlichem Geschehen
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Tabelle 19 veranschaulicht die semiquantitative Auswertung der oben abgebildeten
Western Blots fur die Liquores von Kontrollpatienten mit von der Creutzfeldt-Jakob-

Krankheit differierenden Diagnosen.

Kontroll- | 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3
Pat. B Y n g ¢ c T
Pat. 1 - ++ - - ++ - -
Pat. 2 - ++ - - + - -
Pat. 3 - ++ - (+) +++ - -
Pat. 4 = ++ = = + = =
Pat. 5 - ++ - - +++ - -
Pat. 6 (+) +++ - (+) ++ = -
Pat. 7 + +++ - + +++ - -
Pat. 8 - +++ - - ++ - -

Tabelle 19: Kontrollpatienten, Semiquantitative Auswertung der
14-3-3-Isoform-Western-Blots; Pat. = Patient

3.3.7 Zusammenfassung des qualitativen Nachweises der 14-3-3-Isoformen fur
die einzelnen sCJK-Subtypen

Im folgenden Ergebnisteil werden die Resultate der bisher vorgestellten Auswertung
der Western Blots zusammenfassend dargestellt, mit dem Ziel, eine Aussage uber
den qualitativen Nachweis der einzelnen 14-3-3-Isoformen fir den jeweiligen Subtyp,
unabhangig von einzelnen Patienten und deren Bandenstarken, zu treffen. Um dies

zu ermdglichen wurde folgendes Vorgehen gewahlt:

Alle Patienten eines Subtyps (d.h. 7 bzw. 4 Patienten) wurden rein qualitativ auf das
Vorhandensein von Banden gepruft und als positiv oder negativ fur die Isoformen
befunden. Als positiv wurden alle Bandenintensitaten von schwach positiv bis sehr
stark positiv gezahlt, als negativ diejenigen Patienten, bei denen keine Bande im

Western Blot sichtbar war. Im Anschluss wurde der gesamte Subtyp flr eine 14-3-3-
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Isoform als positiv [+] bewertet, wenn mindestens 70%, d.h. 5 der 7 Patienten, bzw.
3/4 bei VV1 und MM2, Banden im Western Blot fur diese Isoform gezeigt haben. Als
negativ [-] fur eine Isoform wurde der Subtyp demzufolge bewertet, wenn mindestens
70% der Patienten, d.h. 5/7, bzw. 3/4 bei VV1 und MM2, keine Banden im WB flr
diese Isoform zeigten. Ein Subtyp wurde als gemischt positiv/negativ [+/-] gewertet,
wenn keines der oben genannten Kriterien zutraf und keine eindeutige Aussage fur
den gesamten Subtyp getroffen werden konnte. Die Kontrollpatienten wurden analog

bewertet.

Diesem Vorgehen gemal ergab sich folgende Tabelle 20 fiur den qualitativen

Nachweis der 14-3-3-Isoformen bei den verschiedenen sCJK-Subtypen:

MM1 | MM2 | MV1 Mv2 V1 VV2 | Kontr.
14-3-3 B + + + + + + -
14-3-3 y - + + - + - -
14-3-3 n - - - - - - -
14-3-3 ¢ - + + - + + +/-
14-3-3 ¢ + + + + + + +
14-3-3 ¢ - - - - = - -
14-3-3 1 - +/- - - + + -

Tabelle 20: Qualitativer Nachweis der 14-3-3-Isoformen bei den

verschiedenen sCJK-Subtypen und Kontrollen

Der Tabelle 20 ist zu entnehmen, dass nach Anwendung der beschriebenen
Auswertung alle sCJK-Subtypen positiv fur vier 14-3-3-Isoformen sind. Dazu gehdren
die Isoformen B, vy, eund (. Zwei 14-3-3-Isoformen konnten bei keinem der sechs
sCJK-Subtypen nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um die Isoformen n
und o. Die letzte der sieben Isoformen (t) verhalt sich heterogen bezuglich der
Subtypen und ist positiv fur die VV1- und VV2-Subtypen, negativ fur die MM1-, MV1-
und MV2-Subtypen und gemischt positiv/negativ fir den MM2-Subtyp. Bei dem
Isoformmuster der Kontrollpatienten ist hervorzuheben, dass sie fur die Isoform 3

negativ sind, im Gegensatz zu allen sCJK-Subtypen.
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3.4 Korrelation der 14-3-3-lsoformen mit den Bandenstarken im
Western Blot

Im Folgenden wird die Korrelation der 14-3-3-Isoformen mit der Bandenintensitat im
Western Blot gezeigt. Hierbei wurden die Bandenintensitaten zum einen unabhangig
vom Subtyp untersucht, zum anderen abhangig vom sCJK-Subtyp. Die
Bandenintensitaten gehen aus den vorher dargestellten Abbildungen und Tabellen
hervor. Abbildung 13 zeigt zunachst den Zusammenhang zwischen den einzelnen
14-3-3-Isoformen und den unterschiedlichen Bandenintensitaten unabhangig vom
sCJK-Subtyp.
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Abbildung 13: Korrelation der Bandenstarken im WB mit den 14-3-3-Isoformen
fur alle sCJK-Patienten
— = Mittelwert

[ =95%-Konfidenzintervall

Aus der Abbildung 13 geht zunachst einmal hervor, dass bei allen 14-3-3-Isoformen
ein schmales 95%-Konfidenzintervall zu finden ist, was zum einen fir eine gentigend
grolle Stichprobe spricht und zum anderen bedeutet, dass mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95% der Mittelwert der Bandenintensitaten fur eine 14-3-3-

Isoform in dem ermittelten Konfidenzintervall liegt.

Die mittlere Bandenintensitat ist fur die Isoformen f, e und £ ahnlich und liegt bei der
aufgestellten Intensitatsskala bei ca. einfach positiv [+]. Die 14-3-3-y-Isoform

hingegen zeigt eine mittlere Bandenstarke von stark positiv [++], die Isoformen n und
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o finden sich alle, mit jeweils einer Ausnahme, auf HOhe der negativen
Bandenstarke, gleichbedeutend mit fehlenden Banden im WB fir diese Isoformen
unabhangig vom Subtyp. Fir die rt-Isoform liegt die gemittelte Bandenstarke
zwischen negativ [-] und schwach positiv [(+)], was auf die hohe Zahl von Patienten
mit fehlendem Nachweis von 14-3-3-t zuruckzuflhren ist. Betrachtet man nur die
Falle von nachgewiesenen Banden fur 1, so findet sich die mittlere Bandenintensitat
zwischen schwach positiv [(+)] und positiv [+]. Zusammenfassend kann man sagen,
dass bei der Gesamtheit der sCJK-Patienten die 14-3-3-Isoform y gemittelt die
groRten Bandenstarken zeigt, gefolgt von den Isoformen B, e und £ mit dhnlichen
Bandenintensitaten und schlieBlich der t-Isoform. 14-3-3-n und -c konnten jeweils,

wie bereits beschrieben, bei Uber 97% der Patienten nicht nachgewiesen werden.

Im Folgenden sind die Korrelationen der Bandenintensitaten mit den einzelnen
Isoformen in Abhangigkeit von den sCJK-Subtypen dargestellt. Ziel ist es, die
Unterschiede in der Starke der Banden abhangig von den einzelnen Subtypen fur die

jeweiligen 14-3-3-Isoformen zu ermitteln.

Abbildung 14 zeigt die Scatter-Plot-Graphen mit Mittelwert und 95%-
Konfidenzintervall fur jede einzelne 14-3-3-Isoform. Die Abszisse zeigt die sechs
sCJK-Subtypen, auf der Ordinate sind wiederum die Bandenstarken nach bekanntem

Algorithmus aufgetragen.
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Abbildung 14: Korrelation der Bandenintensitat mit den Subtypen bei den einzelnen 14-3-3-Isoformen
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14-3-3-f:

Aus der Abbildung und nachfolgender Tabelle 21 ist zu ersehen, dass im Mittel v. a.
der VV1-Subtyp, aber auch die VV2- und MM2-Subtypen starkere
Bandenintensitaten aufzeigen, als die anderen drei Subtypen (MM1, MV1 und MV2).
Bei dem VV1-Subtypen weist diese Isoform sogar die starkste Bandenintensitat
(62,5%) verglichen mit den anderen Isoformen auf. Bei dem MM2-Subtyp weist die f3-
Isoform die zweitstarksten Banden (56%), nach der y-Isoform (62,5%), fur diesen
Subtyp auf. Jedoch ist anzumerken, dass auf Grund der grof3en Streuung der
wenigen Patientenproben auch das 95%-Konfidenzintervall sehr grof3 ist und eine
sichere Aussage bezlglich des Mittelwertes fir den MM2-Subtyp bei dieser Isoform

erschwert ist.

14-3-3+:

Wie aus der vorherigen Abbildung 13 hervorgeht sind die Bandenstarken bei dieser
14-3-3-Isoform mit 74% allgemein hoéher als bei den anderen Isoformen, was auf
nahezu alle Subtypen, auler dem VV1-Subtyp zutrifft. Die MM1- und VV2-Subtypen

weisen besonders hohe mittlere Bandenstarken auf (89% bzw. 86%).

14-3-3-n:

Da die Isoform n bei nur einem Patientenliquor von allen sCJK-Patienten eine
positive Bande im WB gezeigt hat, liegen bei dieser Darstellung der
Bandenintensitaten nach Subtypen aufgeteilt nahezu alle Werte bei negativer [-]

Bandenstarke.

14-3-3-¢:

Diese Isoform ist, Uber alle Subtypen gesehen, diejenige mit der zweitstarksten
Bandenintensitat (55,5%). Insbesondere wiederum die Subtypen MM1 (71%) und
VV2 (68%) weisen hohe Mittelwerte der Bandenstarken fur die e-Isoform auf. In vier
der sechs Subtypen (MM1, MM2, MV2, VV1) weist die e-Isoform starkere Banden im
Western Blot auf als 14-3-3-C.

14-3-3-C:
Nach der Isoform ¢ist die 14-3-3-C die Isoform mit den drittstarksten Banden
gemittelt Uber alle Subtypen (50%). Sie hat besonders hohe Bandenintensitaten bei

den Subtypen MM1 und VV2 (61 bzw. 71%), wobei sie relativ gemessen an den
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anderen 14-3-3-Isoformen auch bei dem MV1-Subtyp starke Banden zeigt (46%). Bei
den MV1- und VV2-Subtypen steht diese Isoform hinsichtlich der Bandenstarke nach

der Isoform-y an zweiter Stelle.

14-3-3-c:
Ebenso wie bei 14-3-3-n gilt fur die o-lsoform, dass nur ein Patientenliquor
insgesamt eine schwach positive Bande fur diese Isoform zeigte, was wiederum flr

alle Subtypen zum dargestellten Graphen flhrte.

14-3-3-1:

Diese Isoform wurde nur bei den drei Subtypen MM2, VV1 und VV2 Uberhaupt
nachgewiesen. Von diesen dreien hat der MM2-Subtyp gemittelt die schwachsten
Banden (19%), der VV2-Subtyp die starksten (36%), wobei fur alle gilt, dass die
Intensitaten der Banden am schwachsten sind verglichen mit allen anderen

Isoformen.

Nachfolgende Tabelle 21 soll mit Hilfe des in 2.4 beschriebenen Punktescores
(Punktzahl von O bis 4) die zuvor graphisch dargestellten Bandenintensitaten fur
jeden Subtyp und jede Isoform in prozentualer Art wiedergeben und auch die
Kontrollpatienten berlcksichtigen. Bei jeweils sieben Proben von MM1, MV1, MV2
und VV2, konnte eine maximale Punktzahl von 28 fir Subtyp und korrespondierende
Isoform erzielt werden, bei MM2 und VV1 mit jeweils vier Proben entsprechend 16
Punkte maximal. Um Haufigkeit und Intensitat der Banden fur jeden molekularen
Subtyp zu vergleichen, wurde der Prozentsatz der maximal erreichbaren Punkte
berechnet. Zusatzlich wurde die semiquantitative Auswertung mittels Punktzahl
verwendet, um jede 14-3-3-Isoform, jeden Subtyp, jeden Genotyp und beide PrP-

Typen jeweils zusammenzufassen.
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MM1 MM2 MV MV2 V1 VV2 Kontr. | SGJK
gesamt
bet 11/28 9/16 11/28 12/28 10/16 15/28 3/32 68/144
iRl 39% 56% 39% 43% 62.5% 54% 9% 47%
25/28 10/16 19/28 19/28 9/16 24/28 27/32 | 106/144
{FEEULLE] 89% 62.5% 68% 68% 56% 86% 84% 74%
2/28 2/144
n-eta 0 0 7% 0 0 0 0 1%
. 20/28 8/16 12/28 13/28 8/16 19/28 4/32 80/144
e-epstion 71% 50% 43% 46% 50% 68% 125% | 55.5%
; 17/28 7116 13/28 8/28 7116 20/28 25/32 | 721144
C-zeta 61% 44% 46% 29% 44% 71% 78% 50%
, 1/28 1/144
c-sigma 0 0 4% 0 0 0 0 1%
tau i 3/16 0 2/28 4/16 10/28 0 19/144
T 19% 7% 25% 36% 13%
A 731196 | 371112 | 58/196 | 54/196 | 38/112 | 88/196 | 59/224
37% 33% 30% 28% 34% 45%, 26%
— 110/308 104/392 124/308
yp 36% 26.5% 40%
PrP Typ 1 PrP Typ 2
170/504 168/504
34% 33%

Tabelle 21: Semiquantitative prozentuale Darstellung der Bandenintensitaten im WB

Aus der Tabelle geht noch einmal deutlich hervor, dass 14-3-3-y mit 74% die Isoform
mit der starksten Bandenintensitat ist, gefolgt von den Isoformen ¢, und .
Aulerdem zeigt der sCJK-Subtyp VV2 mit 45% die starksten Banden im Vergleich
mit den anderen Subtypen. Auffallig ist die abweichende Starke der
Bandenintensitaten bei den Kontrollliquores insbesondere fur die Isoformen f (9%)
und ¢ (12,5%), die in diesem Patientenkollektiv vergleichsweise schwach ausfallen.
Zusammenfassend ist im Folgenden flr jeden Subtyp in abnehmender Reihenfolge

die mittlere Bandenstarke jeder 14-3-3-Isoform dargestellt.

MM1: v (89%) > & (71%) > £ (61%) > B (39%)

MM2: v (62.5%) > B (56%) > € (50%) > C (44%) > 1 (19%)

MV1: v (68%) > £ (46%) > € (43%) > B (39%) > 1 (7%) > © (4%)
MV2: v (68%) > € (46%) > B (43%) > £ (29%) > T (7%)

VV1: B(62.5%) >y (56%) > £ (50%) > € (44%) > 1 (25%)

VV2: v (86%)>C (71%) > € (68%) > B (54%) > 1 (36%)

Kontr: vy (84%) > € (78%) > & (12,5%) > B (9%)
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3.5 Nachweis von Tau-Protein im Liquor von sCJK-Patienten

Wie bereits im Methodenteil beschrieben, wurde von allen Patienten neben dem 14-
3-3-Protein auch das Tau-Protein im Liquor als Marker bei neurodegenerativen

Erkrankungen bestimmt.

Die jeweiligen Werte des Tau-Proteins im Liquor sind in folgender Tabelle 22 nach

Subtypen unterteilt dargestellt:

Tau-

. MM1 MM2 MV1 MV2 VV1 VV2
Protein

Pat. 1 1667 9504 30467 13153 1835 9016
Pat. 2 7601 820 17007 876 4035 10607
Pat. 3 13898 1970 4344 3678 2960 10635

Pat. 4 10431 5404 <75 3750 11500 21528

Pat. 5 1517 - 6612 3963 - 1560
Pat. 6 19286 - 26880 1042 - 1783
Pat. 7 9453 - 3789 3570 - 8809

Mw 9122 4425 12739 4290 5083 9188

Median 9453 3687 6612 3678 3498 9016

SW 17769 8684 30392 12277 9665 19968

SD 6373 3906 12117 4124 4372 7341

Tabelle 22: sCJK-Subtypen und Tau-Proteinbestimmung (in pg/ml) im Liquor
Pat. = Patient, MW = Mittelwert, SW = Spannweite, SD =

Standardabweichung

Die Abbildung 15 zeigt die zugehorige graphische Darstellung der Tau-Proteinwerte,
wobei zu sehen ist, dass die 95%-Konfidenzintervalle grol3 sind, was zum einen
durch die geringe Probenanzahl sowie zum anderen durch die weite Streuung der

Werte zu erklaren ist.
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Abbildung 15: Tau-Proteinbestimmung im Liquor der sCJK-Subtypen

3.6 Ergebnis der Korrelation der Bandenintensitaten fur 14-3-3-
Protein mit der Hohe des Tau-Proteins im Liquor
cerebrospinalis

Nach dem Nachweis von 14-3-3-Proteinisoformen und dem Tau-Protein im Liquor
der sCJK-Patienten erfolgte die Korrelation dieser beiden Parameter fur jede 14-3-3-
Isoform unabhangig von den Subtypen, um ein genigend grolRes Kollektiv zu
erreichen. Ziel war es zu untersuchen, ob mit hdherem Tau-Protein im Liquor auch
hdohere mittlere Bandenintensitaten der Isoformen bzw. einzelner Isoformen

einhergehen.

Dafur wurden nicht-lineare Regressionskurven fur jede einzelne 14-3-3-Isoform
erstellt, deren Abszisse die Bandenintensitaten zeigt und die Ordinate die Tau-
Proteinkonzentrationen abbildet. In einer Graphik sind alle sCJK-Subtypen
zusammengefasst und die jeweiligen im Western Blot ermittelten Bandenstarken
nach bekanntem Schema dargestellt. Abbildung 16 zeigt die einzelnen Graphen

nach 14-3-3-Isoformen.
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Abbildung 16: Regressionskurven fur die Korrelation von Tau-Protein mit den Bandenstarken fur jede
14-3-3-Isoform
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Die Abbildung Ilasst erkennen, dass fur die Isoformen mnund o keine
Regressionskurven zustande kommen, da diese Isoformen, wie bereits erwahnt, nur
jeweils einmal Uberhaupt mittels Western Blot nachgewiesen werden konnten.
Trotzdem kann man den Graphen die Information entnehmen, dass fur 14-3-3-n und
14-3-3-c, unabhangig von der Hohe der Tau-Proteinwerte, keine Banden im WB zu

sehen sind.

Fur die Isoformen B,y,eund { zeigen die Graphen, dass hier ein exponentieller
Zusammenhang zwischen der Bandenintensitat fur die jeweilige 14-3-3-Isoform und
der Hohe des Tau-Proteins besteht. Die 95%-Konfidenzintervalle sind relativ schmal,
was fur eine hohe Wahrscheinlichkeit fur die Lage des Mittelwertes in diesem
Bereich spricht. Fur die oben genannten Isoformen trifft daher im Mittel die Aussage
zu: je hoher der Tau-Proteinwert, desto starker die Bandenintensitat fur diese

Isoformen im Western Blot.

Bei der letzten Isoform 1 ist diese Aussage bezuglich der Proportionalitat nur partiell
zutreffend. Bei dieser Isoform weisen viele Patienten gar keine Bande im WB auf,
wobei die Tau-Proteinwerte bei diesen Patienten durchaus hoch sind, was zu einem
relativ hohen Mittelwert fuhrt. Die restlichen Patienten, die positiv, sei es schwach
oder einfach, fur 14-3-3-t sind, zeigen einen Trend zur Abhangigkeit mit der Hohe
des Tau-Proteins. Da der Mittelwert flr die schwach positiven [(+)] Patienten unter
dem der negativen [-] liegt, ist es schwierig, eine wahrhaftige Regressionskurve zu

ermitteln.
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4 Diskussion

Auf Grund der ersten Falle von varianter Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim
Menschen, die in kausalen Zusammenhang mit dem BSE-Rindfleischskandal in
England gebracht werden konnten, hat in den letzten Jahren das Interesse an der
Prionforschung neuen Aufschwung erhalten. Pathophysiologie der Prionen, aber
auch eine sichere pramortale Diagnose und Therapie dieser letal endenden

Krankheitsgruppe ist Thema vieler Forschungsarbeiten.

Ziel dieser Arbeit war es, in dem Liquor cerebrospinalis von insgesamt 36 sCJK-
Patienten Isoformen des 14-3-3-Proteins nachzuweisen, daruber hinaus Subtypen-
spezifische Isoformmuster zu erkennen und von Kontrollpatienten abzugrenzen, um
die Diagnose einer sCJK pramortal zu unterstitzen, den Subtyp fruhzeitig zu
determinieren und somit maoglicherweise zum Beispiel die subtypen-abhangige
durchschnittliche Krankheitsdauer vorauszusagen (s. Tab. 2, z.B. MM1/MV1 4,4/4,6
Monate, MM2/VVV1 14/17,4 Monate).

4.1 Das Patientenkollektiv dieser Studie

Die 36 Patienten des CJK-Studienkollektives weisen ein durchschnittliches Alter bei
Krankheitsbeginn von 61 Jahren auf, wobei der VV1-Subtyp, auch als Early-Onset-
Typ bezeichnet, mit einem mittleren Alter von 53 Jahren beim ersten Symptom
deutlich abweicht. Dies deckt sich mit den Angaben der Literatur (Heinemann et al.
2007, Meissner et al. 2005), ebenso wie die mittleren Krankheitsdauern der
einzelnen Subtypen, was die Schlussfolgerung zulasst, dass es sich bei dem Liquor
dieser 36 Patienten um ein reprasentatives Studienkollektiv handelt. Abweichend
davon ist das durchschnittliche Alter des Kontrollkollektivs mit 74 Jahren deutlich
héher, was durch den allgemein spateren Erkrankungszeitpunkt der Diagnosen zu

erklaren und daher fur die Studie durchaus reprasentativ ist (EROS 2009).

Hinsichtlich der Wahl des Zeitpunktes der Liquorpunktion im letzten Drittel des
Krankheitsstadiums spielten hauptsachlich zwei Aspekte eine Rolle. Erstens konnte

durch die Einteilung der Krankheitsdauer in drei Stadien die Variable der

-67 -



4 Diskussion

unterschiedlichen Krankheitsdauern der Subtypen eliminiert werden. Somit wurde
vermieden, dass die Liquorpunktion, beispielsweise im vierten Krankheitsmonat
durchgefuhrt, Patienten vom MM1-Subtyp im Endstadium ihrer Krankheit, MV2-
Patienten jedoch gerade im ersten Drittel erfasste. Der Liquor aller Subtypen
entstammte folglich, unabhangig von der Krankheitsdauer, dem gleichen
Krankheitsstadium. Zweitens wurde das dritte und letzte Krankheitsstadium fur den
Zeitpunkt der Liquoruntersuchung gewahlt, da vorherige Studien Hinweise darauf
geben, dass die Sensitivitat fur den Nachweis von 14-3-3 im Verlauf der Krankheit
zunimmt, wobei ein endgultiger Abfall im terminalen Krankheitsstadium nicht
auszuschlielen ist (Sanchez-Juan et al. 2007, Van Everbroeck et al. 2003).
Gmitterova et al. konnten mittels 14-3-3-ELISA zeigen, dass signifikant hohere 14-3-
3-Konzentrationen im zweiten und dritten Krankheitsdrittel, verglichen mit dem ersten
Drittel, nachgewiesen werden konnten, die hdchsten Konzentrationen an 14-3-3-
Protein waren jedoch im zweiten Krankheitsdrittel im Liquor zu finden, mit einem
leichten Abfall zum Ende der Erkrankung mit der Ausnahme des VV2-Subtyps, bei
dem die hochsten 14-3-3-Konzentrationen im letzten Krankheitsdrittel gemessen
wurden (Gmitterova et al. 2009). Die Vermutung, dass 14-3-3 auf Grund von
neurodegenerativen Prozessen in den Liquor freigesetzt wird und diese im Laufe der
Erkrankung zunehmen, hat die Wahl des dritten Krankheitsstadiums als Zeitpunkt

der Liquoruntersuchung unterstutzt.

4.2 Antikorper

Wie anfangs beschrieben, erfolgten bereits einige Studien zum Nachweis von 14-3-
3-Isoformen im Liquor von Patienten mit Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, aber auch
anderen neurodegenerativen Erkrankungen, welche sehr unterschiedliche
Ergebnisse hervorbrachten (s. Tab. 4). Lee und Harrington (1997), sowie Saiz et al.
(1999) konnten zum Beispiel mit Hilfe von 14-3-3-Isoformantikérpern der Firma Santa
Cruz Biotechnology 14-3-3-8, -y und -t im Liquor nachweisen. Saiz et al. detektierten
zusatzlich die Isoform 14-3-3-C, Wiltfang et al. (1999) hingegen haben unter
Verwendung derselben Antikorper der Firma Santa Cruz die Isoformen B, y,mund ¢
im Liquor cerebrospinalis nachweisen konnen. Takahashi et al. (1999) haben mit
selbst hergestellten 14-3-3-Antikérpern lediglich die Isoformen y und € nachgewiesen.

Unter Verwendung von ebenfalls selbst hergestellten und spater kommerzialisierten
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Antikérpern konnten Shiga et al. (2006) hingegen zeigen, dass die Isoformen 14-3-3-
B, -y, -n, - und - im Liquor zu finden sind. Ein méglicher Grund dieser diskrepanten
Ergebnisse konnten die unterschiedlichen Antikorper sein, die verwendet wurden und
verschiedene Spezifitdten fur die einzelnen Isoformen aufweisen. Bei den
ublicherweise verwendeten Antikdrpern (Lee und Harrington 1997, Saiz et al. 1999,
Shiga et al. 2006, Wiltfang et al. 1999) handelte es sich um Produkte der Firma
Santa Cruz Biotechnology. In anderen Studien wurden selbst hergestellte Antikérper
verwendet, wobei diejenigen der japanischen Arbeitsgruppen (Wakabayashi et al.
2001, Shiga et al. 2006), unter der Pramisse hoherer Spezifitdt, kommerzialisiert
wurden und nun Uber die Firma IBL, Japan, vertrieben werden. Initial wurden auch in
dieser Untersuchung 14-3-3-Antikérper der Firma Santa Cruz Biotechnology
verwendet, mit Nachweis u.a. von 14-3-3-f und -y, aber auch von den Isoformen
T und . Da der Nachweis von 14-3-3-c bislang in der Literatur gar nicht und von 14-
3-3-t nur sporadisch beschrieben ist und lediglich in den Studien, in denen 14-3-3-
Antikoérper der Firma Santa Cruz verwendet wurden, sowie vor dem Hintergrund der
diskrepanten Studienergebnisse, kamen Zweifel an der Spezifitat der verwendeten
Antikorper auf und es ergab sich die Notwendigkeit 14-3-3-Antikdrper mit einer
hohen Spezifitat fir die einzelnen Isoformen zu finden. Vor diesem Hintergrund
wurden in dieser Studie die Antikorper der beiden Firmen Santa Cruz und IBL
verglichen, mit dem vorangehend beschriebenen Ergebnis einer hoheren Spezifitat
der IBL-Antikorper, insbesondere fir die Isoformen B, y,n, cund t . Die Antikérper
gegen die Isoformen ¢ und { zeigen ahnlich hohe Spezifitdt (s. Abb. 6). Die
Untersuchung auf Antikorperspezifitat bei Shiga et al. (2006) zeigt ahnliche
Ergebnisse mit einer deutlich hoheren Spezifitat der eigenen (spater IBL-
kommerzialisierten) Antikorper, wobei z. B. Antikorper gegen die Isoform o nicht
untersucht wurden, ,SC"¢ deutlich mehr Kreuzreaktionen aufweist als in unserem
Dot Blot und ,IBL"-y sowie -¢ andere und starkere Kreuzreaktionen zeigten als wir
nachweisen konnten. Abbildung 17 zeigt zum Vergleich den Dot Blot von Shiga et al.
(2006):
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Abbildung 17: Dot Blot zum Nachweis der Antikdrperspezifitat nach
Shiga et al. (2006)

Der dargestellte Dot Blot unterstitzt die Ergebnisse unserer Untersuchung und
daraus resultierend die Wahl der IBL-Antikdrper als Primarantikérper der Western
Blots, mit einer hohen Aussagekraft bezlglich des Vorhandenseins bzw. der
Abwesenheit von 14-3-3-Isoformen im Liquor auf Grund der nachgewiesenen

Spezifitat.

4.3 Vorhandensein von 14-3-3-Isoformen im Liquor von sCJK-
Patienten

14-3-3-Proteine haben vielfaltige Funktionen und sind insbesondere in der
Regulation von Zellzyklus, Signaltransduktion und Apoptose vornehmlich als
Adapterproteine oder Chaperone involviert (Aitken et al. 1992, Berg et al. 2003, Fu
et al. 2000, Vincenz und Dixit 1996). Im Rahmen dieser Studie konnte der Nachweis
der Isoformen 14-3-3-B, -y, -e und - im Liquor von Patienten aller sechs Subtypen
der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit erbracht werden. Aus den
durchgefuhrten semiquantitativen und statistischen Analysen geht hervor, dass diese

vier Isoformen Uber alle Subtypen gemittelt positive [+] oder, im Falle von 14-3-3-y,
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sogar stark positive [++] Bandenintensitaten aufzeigen (s. Abb. 13). Die beiden
Isoformen 14-3-3-yund -{ weisen zum Teil deutliche ,Doppelbanden® auf, deren
Muster, wie im Ergebnisteil beschrieben, leicht differieren und deren Ursache, gemaf
Literaturangaben, entweder in der Kreuzreaktivitat mit den leichten Ketten von
Immunglobulinen liegt (Sanchez-Valle et al. 2002), moglicherweise aber auch durch
Cleavage-Produkte des 14-3-3-Proteins selbst oder durch posttranslationale

Modifikation zu erklaren ist.

Die Tatsache des Nachweises der Isoformen 14-3-3-8, -y, -e und - im Liquor aller
Subtypen erlaubt einerseits die Vermutung, dass diese Isoformen, zumindest im
letzten Krankheitsstadium, vermutlich aber auch fraher, in relevanter Konzentration
und durch massiven Untergang neuronalen Gewebes im Liquor von betroffenen
Patienten vorliegen. Andererseits ist die transkriptionale Regulation der Expression
von 14-3-3-Isoformen eine weitere mogliche pathophysiologische Erklarung fur das
Vorhandensein lediglich einiger Isoformen (s.0.) im Liquor und das Fehlen anderer.
Die Expression von 14-3-3-c beispielsweise wird durch DNA-Schadigung massiv
hochreguliert, 14-3-3-y wird durch Einfluss von PDGF (platelet-derived growth factor)
vermehrt exprimiert und 14-3-3-¢ bei der Differenzierung mesenchymaler Zellen
herunterreguliert (Autieri et al. 1996, Hermeking et al. 1997, McConnell et al. 1995).
Ein ganzliches Fehlen von 14-3-3-¢ in 14-3-3-¢-Knockoutmausen zeigte eine hohe
perinatale Mortalitat und massive Defekte der Hippokampusregion und des Kortex,
hinweisend auf eine Rolle von 14-3-3-¢ in neuronaler Plastizitdt und
Gehirnentwicklung (Toyo-oka et al. 2003). Satoh et al. legen dartber hinaus in ihrer
Arbeit nahe, dass 14-3-3 nicht nur unspezifisch durch neuronalen Untergang oder
Hochregulation einzelner Isoformen, sondern spezifisch durch Interaktion von Hsp60
([engl.] Heat shock protein), Prionprotein und 14-3-3 in den Liquor freigesetzt wird;
durch Konformationsdnderung von PrP° in PrP*¢ wird der Komplex dieser drei
Proteine destabilisiert und 14-3-3 in den Liquor freigesetzt. Dies konnte sowohl fir
die Isoform 14-3-3-y als auch -{ nachgewiesen werden, sodass die Autoren o.g.
Pathomechanismus als isoform-unspezifisch gedeutet haben, Untersuchungen mit
den anderen 14-3-3-Isoformen fanden jedoch nicht statt (Satoh et al. 2005). Der
Nachweis der oben genannten 14-3-3-Isoformen (B, v, €, ) in dieser Arbeit, teilweise
einhergehend mit den Ergebnissen von Saiz et al. (1999), Shiga et al. (2006) und
Wiltfang et al. (1999) (s. Tab. 4), bestarkt den Einsatz des Nachweises dieser vier
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Isoformen in der pramortalen Diagnose von sporadischer Creutzfeldt-Jakob-

Krankheit unabhangig vom molekularen Subtyp.

Im Gegensatz zu Shiga et al. (2006) und Wiltfang et al. (1999) konnte jedoch in
dieser Untersuchung die Isoform 14-3-3-n, trotz hoher Antikorperspezifitat, wiederholt
bei allen Subtypen nicht nachgewiesen werden. Eine eindeutige pathophysiologische
Erklarung fur dieses Ergebnis ist uns bisher nicht bekannt, da dieser Isoform keine
auffalligen physiologischen oder strukturellen Merkmale zu Grunde liegen, die sie
von den anderen 14-3-3-Isoformen abgrenzen wurde. 14-3-3-nist genauso wie
andere 14-3-3-Isoformen in verschiedene Zellzyklusmechanismen involviert, spielt
jedoch eine spezifische Rolle durch Bindung an das A20-Zinkfingerprotein bei dem
TNF (Tumornekrosefaktor)-assoziierten Apoptoseweg (Vincenz und Dixit 1996). Aus
der Arbeit von Baxter et al. (2002) geht jedoch hervor, dass in Scrapie-infizierten
Ratten die Isoformen B, v, und n ein sehr ahnliches, die Kerngebiete der grauen
Substanz betreffendes, Verteilungsmuster zeigten, wobei die Isoform n zusatzlich
vermehrt in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns gefunden wurde. Bei Schadigung
dieser Hirnareale im Verlauf der sCJK, was nicht typischerweise bei allen Subtypen
der Fall ist, musste es auf Grund von Neuronenverlust zu einem Freisetzen aller dort
nachgewiesenen Isoformen (B,y, £, m) in den Liquor kommen. Vorraussetzung fur
diese Hypothese ist die Vorstellung, dass die Isoformen des Proteins 14-3-3
tatsachlich auf Grund der neuronalen Lasion freigesetzt werden und kein anderer
molekularbiologischer Mechanismus involviert ist. Der dennoch fehlende Nachweis
der Isoform 14-3-3-n konnte hypothetisch durch den Umstand bedingt sein, dass
diese Isoform uberdurchschnittlich haufig mit dem Prionprotein assoziiert gefunden
wurde (Baxter et al. 2002). Eine mdgliche Aggregation dieser beiden Proteine und
darauffolgende geringe Liquorgangigkeit, eine fehlende Méglichkeit der Bindung von
Antikérper auf Grund von Interaktionen oder sogar ein isoform-spezifischer Weg von
14-3-3-Protein in den Liquor sind spekulative Erklarungen fur den fehlenden

Nachweis der Isoform n und bedurfen weiterer Untersuchung.

Das Ergebnis der ebenfalls in allen sCJK-Subtypen nicht nachweisbaren Isoform
o ist koharent mit den Angaben aus der Literatur. Die 14-3-3-c-Isoform ist ebenfalls
in Funktionen des Zellzyklus involviert, es konnte ihr jedoch auch ein isoform-

spezifischer biologischer Effekt nachgewiesen werden. Eine Uberexpression von 14-
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3-3-c in kolorektalen Tumorzellen flihrte zum G2-Zellzyklusarrest und weist damit
tumorsuppressive Eigenschaften auf (Hermeking et al. 1997). Im Liquor
cerebrospinalis konnte diese Isoform in keiner der vorangegangenen Studien (s. Tab.
4) detektiert werden, einhergehend mit friheren Ergebnissen, die die Isoform o
vornehmlich in epithelialen Zellen (Leffers et al. 1993) und nur in sehr geringer
Konzentration im Gehirn (Di Fede et al. 2007) nachgewiesen haben. Vor dem
Hintergrund der im Dot Blot ermittelten Antikorperspezifitdt kommen wir zu dem
Schluss, dass die Isoform 14-3-3-c keine Rolle in der Diagnostik und noch weniger in

der Differenzierung der Subtypen der sCJK spielt.

Hinsichtlich der siebten 14-3-3-Isoform, der t-Isoform, haben wir ein heterogenes
Muster im Liquor der unterschiedlichen sCJK-Subtypen gefunden. Bei den Patienten
mit Homozygotie fur Valin an Codon-129 konnten wir diese Isoform im Liquor
nachweisen, mit prozentualen Bandenintensitaten von 36% fur VV2 und 25% flr
VV1, genauso wie bei zwei Patienten vom MM2-Subtyp (19%). Bei den anderen drei
Subtypen MM1, MV1 und MV2, sowie fir zwei der MM2-Patienten und bei den
Kontrollpatienten konnte diese Isoform nicht detektiert werden. Wie einfihrend
erwahnt, wurde die t-Isoform zunachst nur in T-Zellen des Menschen nachgewiesen
(Nielsen 1991) und von Baxter et al. (2002) in geringer Konzentration nur im
Hippokampus lokalisiert gefunden. Auch bezlglich des Auftretens dieser 14-3-3-
Isoform im Liquor finden sich, wie aus Tabelle 4 ersichtlich, differierende Angaben.
So konnten die meisten Studien, einschliel3lich der Studie von Shiga et al. (2006),
14-3-3-t nicht nachweisen. Allein Lee und Harrington (1997), sowie Saiz et al. (1999)
lieferten den Nachweis von 14-3-3-t unter Verwendung der Santa Cruz
Biotechnology-Antikorper. Retrospektiv lasst sich auf Grund der Ergebnisse unseres
Dot Blots und auch der Untersuchungen von Shiga et al. (2006) allerdings vermuten,
dass es sich bei beiden oben genannten Studien um eine Kreuzreaktion des 14-3-3-
t-Antikérpers von Santa Cruz Biotechnology mit den 14-3-3-Isoformen pund
gehandelt haben konnte. Weiterhin ist es mdglich, dass in einigen o.g. Studien
uberhaupt keine VV-Subtypen untersucht worden sind und daher kein 14-3-3-t im
Liquor cerebrospinalis nachgewiesen wurde, da z.B. 93% der japanischen
Bevolkerung an Codon 129 homozygot fur Methionin ist versus 37% in der
kaukasischen Bevolkerung (Nozaki et al. 2010).
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Entgegen all dieser, das Vorhandensein von 14-3-3-t im Liquor negierenden
Ergebnisse, konnten wir in dieser Arbeit mit spezifischen Antikorpern 14-3-3-t
dennoch in einigen sCJK-Subtypen nachweisen. In Ermangelung fundierter
Erklarungen fur dieses Ergebnis, welches noch weitere Forschung erfordert, liefert
die Studie von Di Fede et al. (2007) dennoch unterstiutzende Daten, die 14-3-3-t als
drittstarkste Isoform im Hirn mit einem homogenen Verteilungsmuster und nicht nur
auf den Hippokampus lokalisiert (Baxter et al. 2002) nachweisen. Andererseits
konnten Baxter et al. (2002) auch zeigen, dass bei Scrapie-infizierten Mausen im
terminalen Stadium der Erkrankung der Nachweis von 14-3-3-t im Hippokampus
nicht mehr gelingt, was die mogliche Hypothese unterstitzt, dass in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien, nach starker Schadigung des Hirngewebes oder reaktiver
Hochregulation von 14-3-3-t, auch diese Isoform in den Liquor freigesetzt wird und

daher zu diesem Zeitpunkt detektiert werden kann.

Die Frage, die sich an dieser Stelle aufdrangt, ist, warum der Nachweis der t-
Isoform, angesichts der vermuteten Hypothese und Untersuchung aller
Patientenliquores im letzten Krankheitsdrittel, nicht bei allen Subtypen gelungen ist.
Ein direkter Zusammenhang zwischen den unterschiedlich betroffenen Hirnarealen
bei den molekularen Subtypen, dem damit assoziierten Freisetzen von 14-3-3-t und
somit dem Nachweis dieser Isoform im Liquor ware denkbar, konnte bislang jedoch
nicht gefunden werden. Geht man, nach Baxter et al. (2002), davon aus, dass 14-3-
3-t allein im Hippokampus nachgewiesen wird, so ist diese Hirnregion bei den MM1-
und MV1-Subtypen nicht betroffen (Parchi et al. 1996) und folglich scheint es
erklarlich, dass 14-3-3-t im Liquor bei diesen Subtypen nicht nachweisbar ist. Jedoch
trifft diese Erklarung nicht fur den MV2-Subtyp zu, bei dem 14-3-3-t ebenfalls nicht
im Liquor nachweisbar ist. Der MV2-Subtyp zeigt ein dem VV2-Subtypen sehr
ahnliches histopathologisches Lasionsmuster, einschlieBlich des Hippokampus
(Parchi et al. 1999), und dennoch konnten wir die Isoform t nicht im Liquor bei MV2-

Patienten nachweisen.

Ein weiterer moglicher Aspekt, der mit dem Nachweis dieser Isoform bei den
Subtypen MM2, VV1 und VV2 korrelieren konnte, ist die langere Krankheitsdauer der
Patientin mit diesem Subtyp. Mit 8 Monaten (VV2-Subtyp), 10 bzw. 12 Monaten

(MM2/VV1) weisen diese Subtypen besonders lange Krankheitszeiten auf, die
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modglicherweise mit starkerem Neuronenverlust, Gliose und eventuell Hochregulation
anti-apoptotischer 14-3-3-Proteine (Baxter et al. 2002), die dadurch vermehrt im
Liquor zu finden sind, einhergehen. Diese Hypothese wird allerdings wiederholt
durch den MV2-Subtyp entkraftet, der mit einer mittleren Krankheitsdauer von 14
Monaten alle anderen Subtypen udbertrifft, dennoch kein 14-3-3-tim Liquor
nachzuweisen ist und daher Anlass zu weiteren Nachforschungen bezuglich der
Rolle von 14-3-3-t in der Diagnostik und Differenzierung der Subtypen gibt.
Hypothetisch ist eine subtypen-spezifische verstarkte Expression der 14-3-3-Isoform
t z.B. bei VV1 und VV2 denkbar, die daher auch den Nachweis dieser Isoform im
Liquor zulasst, grundlegende Daten liegen flr diese Hypothese zum jetzigen

Zeitpunkt jedoch nicht vor und bedurfen weiterer Studien.

4.4 Differenzierung der sCJK-Subtypen anhand des 14-3-3-
Isoformmusters im Liquor

Wir sind bei dieser Arbeit zu dem Resultat gekommen, dass die Isoformen 14-3-3-8, -
Y, -€, - und -t bei den verschiedenen sCJK-Subtypen im Liquor cerebrospinalis
nachzuweisen sind. Bei naherer Betrachtung der mittleren Bandenintensitaten der
einzelnen nachgewiesenen Isoformen abhangig vom sCJK-Subtyp ergeben sich
leicht variierende Muster fir jeden Subtyp, was aus der Tabelle 21 hervorgeht. Wie
bereits oben erwahnt, ist zum Beispiel die Isoform 14-3-3-t nicht bei allen Subtypen
nachweisbar, aber auch die Reihenfolge der nach Bandenintensitaten sortierten
Isoformen variiert von Subtyp zu Subtyp. So stellt die Isoform ¢ zum Beispiel bei den
Subtypen MM1, MV2, VV2 die zweitstarkste 14-3-3-Isoform dar, wahrend sie bei den
Subtypen MM2, MV1 und VV1 erst an dritter Stelle kommt. Besonders variabel ist
auch die Position von 14-3-3-8 im Hinblick auf die Reihenfolge der
Bandenintensitaten. So ist 14-3-3-3 bei dem VV1-Subtyp neben der y-Isoform am
starksten nachzuweisen, beim MM1-Subtyp hingegen am schwachsten. Diese
Unterschiede der mittleren Bandenstarken sind bislang nicht signifikant, jedoch
durchaus vorhanden und moglicherweise in weiteren Untersuchungen mit grofieren
Patientenkollektiven und eventuell quantitativen Messverfahren fir die Konzentration
der einzelnen Isoformen im Liquor zu validieren. Wie bereits eingangs erwahnt, liefert
die Literatur histopathologischen Anhalt fur das Vorhandensein von Unterschieden
im Isoformmuster bei den molekularen Subtypen der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
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zum einen auf Grund verschiedener subzellularer Lokalisation der einzelnen 14-3-3-
Isoformen zum anderen durch die unterschiedlichen Hirnlasionsprofile bei den sCJK-
Subtypen. Beispielsweise sind bei den Subtypen MM1, MV1 und VV1 die
Hirnstammkerne und das Kleinhirn von neuronaler, spongiformer Destruktion nicht
betroffen im Gegensatz zu den Subtypen VV2, MV2 und MM2, wobei beim MM2-
Subtyp das Zerebellum ebenfalls nicht betroffen ist (Gambetti et al. 2003, Parchi et
al. 1999). In Kombination mit dem Nachweis von 14-3-3-8, -y, -n und - in lediglich
bestimmten neuroanatomischen Kerngebieten gegenuber dem Vorhandensein von
14-3-3-¢ in der gesamten grauen Substanz oder von 14-3-3-t vornehmlich im
Hippokampus und der weillen Substanz, ergibt sich die Hypothese, dass aus den
verschiedenen Hirnlasionsprofilen der sCJK-Subtypen und der unterschiedlichen
Verteilung der 14-3-3-Isoformen durch neuronalen Untergang spezifische 14-3-3-
Isoformmuster im Liquor detektierbar sein kdnnten (Baxter et al. 2002, Gambetti et
al. 2003, Parchi et al. 1999). Die Studie von Gmitterova et al. (2009) zeigt aul3erdem,
dass sich auch die Konzentration von 14-3-3-Protein im Liquor bei den molekularen
Subtypen der sCJK unterscheiden. 14-3-3-Konzentrationen waren signifikant hoher
bei homozygoten Subtypen (MM/VV), als bei den heterozygoten Subtypen (MV).
Weiterhin hatten Patientin mit PrP*® Typ 1 hohere 14-3-3-Proteinkonzentrationen im
Liquor als Patientin mit PrP*® Typ 2 (Gmitterova et al. 2009). Diese Arbeit zeigt
zunachst eine  Tendenz  der  unterschiedlichen Isoformmuster  bzw.
Isoformkonzentrationen abhangig vom sCJK-Subtyp, wobei eindeutige Zuordnungen
zu den Hirnlasionsprofilen in der Literatur nicht gefunden werden konnten, was zum
einen darin begrundet liegt, dass die zitierte Studie 14-3-3-Isoformen in Rattenhirnen
lokalisiert hat und mdglicherweise ein Unterschied zur Verteilung im menschlichen
Gehirn vorliegt (Baxter et al. 2002), zum anderen kénnte neben der These der 14-3-
3-Freisetzung in den Liquor allein durch neuronalen Untergang, auch eine Hoch-
oder Herunterregulation der Expression verschiedener Isoformen eine Rolle spielen

und dadurch eine strenge Korrelation zu den betroffenen Hirnlasionen erschweren.

4.5 Isoformmuster des Kontrollkollektivs - 14-3-3-B als
Differenzierungsmarker

Ein deutlich abweichendes Isoformmuster zeigt bereits in dieser Arbeit das Kollektiv

der Kontrollpatienten, bei dem die Isoformen y und { dominierend sind, die Isoformen
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B und € mit 9 bzw. 12,5% verschwindend geringe durchschnittliche
Bandenintensitaten aufweisen und sich damit deutlich von den sCJK-Subtypen
unterscheiden (s. Abb. 12 und Tab. 21). Wie aus der Abbildung 12 hervorgeht sind
auch in dem Liquor der Kontrollpatienten verschiedene 14-3-3-Isoformen
nachweisbar. Tabelle 19 zeigt, dass die Isoformen 14-3-3-y, -C, -¢ und -B zu 84%,
78%, 12,5% bzw. 9% im Liquor der Kontrollpatienten mit ischamischen oder
entzundlichen Erkrankungen des Gehirns nachweisbar sind. Die Isoformen 14-3-3- 1,
-c und -t sind bei diesem Patientenkollektiv ebenfalls, wie bei der Mehrheit der sCJK-
Subtypen, nicht nachweisbar. Bemerkenswert ist jedoch die niedrige Nachweisrate
von 14-3-3-B mit nur 9% bei den Kontrollpatienten, im Gegensatz zu dem sCJK-
Kollektiv (mittlere Bandenintensitat 46% fur 14-3-3-p, s. Tab 21). Aus der Tabelle 20
geht hervor, dass jeder sCJK-Subtyp positiv fur 14-3-3-p ist und zusatzlich in den
meisten Fallen sogar eine relativ hohe Bandenintensitat aufweist, wobei Abbildung
12 bei lediglich zwei der acht Kontrollpatienten schwach positive Banden fur die (-
Isoform zeigt. Aus diesem Ergebnis ergibt sich eventuell die Mdoglichkeit einer
Differenzierung von falsch-positivem und richtig-positivem 14-3-3-Nachweis in der
Diagnostik der sCJK. Die Kontrollpatienten dieser Arbeit mit entzlindlichem oder
ischamischem Geschehen waren in der Routineuntersuchung initial positiv fur 14-3-3
getestet worden, als Antikorper in der Routine diente hierbei der mit allen Isoformen
kreuzreagierende SC-p-Antikorper (s. Abb. 6). Die genauere isoformspezifische
Untersuchung zeigte im Folgenden jedoch den fehlenden Nachweis von 14-3-3-f3, im
Gegensatz zu den sCJK-Patienten. Man kann also die Hypothese aufstellen, dass
der Nachweis von 14-3-3-f herangezogen werden kann, um zwischen falsch- und
richtig-positivem Nachweis von 14-3-3 in der Diagnostik der sporadischen

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit zu differenzieren.

4.6 Rolle des Tau-Proteins im Liquor von sCJK-Patienten

Bei den untersuchten Western Blots ist aufgefallen, dass Patienten vom gleichen

Subtyp unterschiedlich starke Bandenintensitaten bei derselben 14-3-3-Isoform

aufweisen. Weiterhin ergab eine nahere Betrachtung, dass Patienten eine Tendenz

zeigten, bei allen Isoformen entweder stetig schwache oder stetig starke

Bandenintensitaten aufzuweisen. Als Beispiel kann hier der Vergleich der Patienten 3

und 6 vom MV1-Subtyp dienen, wobei Patient 3 durchweg schwachere
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Bandenintensitaten aufweist als Patient 6 (s. Abb. 8 und Tab. 14). Wir haben
versucht, fur diese Beobachtung eine Erklarung zu finden und konnten feststellen,
dass die Hohe des Tau-Proteins mit der Starke der Bandenintensitaten korreliert
(Bsp: MV1-Pat. 3: Tau-Protein = 4344 pg/ml, MV1-Pat. 6: Tau-Protein = 26880
pg/ml), einhergehend mit den Studieninhalten von Otto et al. (2002). Diese
Korrelation konnten wir fur alle Isoformen, ausgenommen 14-3-3-nund -c,

nachweisen (s. Abb. 17).

Die Uberlegungen, die sich aus diesen Daten ergeben, betreffen den Nutzen des
Tau-Proteins als Korrelationsmarker in der Diagnose der sCJK bzw. liefern eine
modgliche Erklarung fur das Auftreten von 14-3-3-Protein im Liquor. Hinsichtlich des
Nutzens des Tau-Proteins als alleinigem neurodegenerativen Marker ist
anzumerken, dass dieses Protein unspezifisch ist und auch bei anderen
neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere der Alzheimer-Krankheit als
diagnostisches Mittel validiert eingesetzt wird (Hampel et al. 2010). Dennoch kénnte
die gemeinsame Bestimmung von Tau-Protein und 14-3-3-Isoformen insofern
diagnostisch wertvoll sein, als dass beispielsweise leicht erhdhte Konzentrationen
des Tau-Proteins einhergehend mit geringen Bandenintensitaten von 14-3-3-Protein
ein sehr frhes Stadium der sCJK-Krankheit bedeuten kdnnten, wahrend hohe Tau-
Proteinkonzentrationen einhergehend mit fehlendem Nachweis von 14-3-3 dieses
ausschliel®en. Otto et al. (2002) zum Beispiel fanden in ihrer Studie, dass sechs
Patienten, spater neuropathologisch definitiv als CJK-Patienten diagnostiziert,
klinisch initial in die Gruppe anderer Demenzen klassifiziert wurden. Alle Patienten
hatten Tau-Proteinkonzentrationen uber 1300 pg/ml (diagnostischer Cut-Off fur CJK),
was fur den Einsatz von Tau-Protein als Marker in der frGhen Diagnose von
Creutzfeldt-dakob-Krankheit spricht. Andererseits bleibt die Frage, warum bei starker
Neurodegeneration und Nachweis von hohen Tau-Proteinwerten dennoch die
Isoformen 14-3-3-n und -c nicht im Liquor erscheinen. Von den anderen Isoformen
differierende funktionelle Eigenschaften, Interaktionen und Liquorgangigkeit,
unabhangig vom Grad der Neurodegeneration, sowie unterschiedliche Regulation
einzelner Isoformen, wie bereits oben erwahnt, sind mogliche Aspekte, die bei der
Lésung dieser Frage berlcksichtigt werden sollten. Andererseits deutet der
Nachweis der Korrelation von Tau-Protein mit dem Vorhandensein von 14-3-3-tim

Liquor darauf hin, dass es einen Zusammenhang zwischen der Starke der

-78 -



4 Diskussion

Hirnschadigung und dem Erscheinen von 14-3-3-t im Liquor gibt und diese Isoform

bei starker Schadigung des Gehirns nachzuweisen ist.

4.7 Schlussfolgerung

Aus den dargestellten Ergebnissen und den daraus folgenden Uberlegungen lasst
sich die eingangs formulierte Fragestellung abschlieRend relativ gut beantworten.
Ziel dieser Studie war die Untersuchung der 14-3-3-Isoformen im Liquor von sCJK-
Subtypen, der Nachweis bestimmter Isoformmuster fur die einzelnen Subtypen und
Darstellung eines Zusammenhangs zu dem Tau-Protein, als weiterem
neurodegenerativen Marker. Diese Ziele verfolgend sind wir in der Lage
festzustellen, dass nur funf der sieben Isoformen, namlich 14-3-3-, -y, -¢, -C und -,
uberhaupt im Liquor nachzuweisen sind. Die anderen beiden Isoformen nund o
konnten weder bei einem der sechs Subtypen noch dem Kontrollkollektiv

nachgewiesen werden.

Weiterhin konnten wir beobachten, dass einige Isoformen starkere Banden im
Western Blot aufweisen als andere und dies auch in den differierenden
Isoformmustern der Subtypen zum tragen kommt, insbesondere im Hinblick auf die
Isoform t zum einen und auf das Kollektiv der Kontrollpatienten zum anderen. Diese
Beobachtungen sind nicht signifikant, zeigen jedoch die Tendenz heterogener
Isoformmuster bzw. Isoformkonzentrationen im Liquor der verschiedenen Subtypen.
Wir vermuten, dass sich hinter diesen Unterschieden und auch hinter dem fehlenden
Nachweis von 14-3-3-nund -c multiple Erklarungsmoglichkeiten verbergen. Zum
einen konnten unterschiedliche histopathologische Profile eine Erklarung bieten,
wobei wir nach eingehender Literaturrecherche keinen eindeutigen Zusammenhang
finden konnten. Zum anderen kdnnten definierte, isoform-abhangige funktionelle oder
pathophysiologische Aspekte eine Rolle spielen, die entweder den Weg dieser
Isoform in den Liquor verhindern oder aber von weiteren, z. Zt. unbekannten,
Faktoren, wie z.B. der Krankheitsdauer, abhangig sind. Um diese Zusammenhange
naher zu bestimmen, sind umfangreichere Untersuchungen hinsichtlich der
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der histopathologischen Lasionen, der Funktion,
Lokalisation und Regulation der 14-3-3-Isoformen und deren Mechanismus der
Liquorgangigkeit notwendig.
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Wir konnten jedoch zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen zunehmender
Neurodegeneration und dem Erscheinen von 14-3-3-Isoformen in grof3erer Intensitat
im Liquor gibt. Das Tau-Protein diente dazu als Surrogatmarker, da es sich hierbei
um einen weiteren neurodegenerativen Marker handelt, dessen Konzentration im
Liquor bei starker Hirnschadigung zunimmt. Wir konnten fur alle funf im Liquor
nachgewiesenen 14-3-3-Isoformen eine Korrelation mit der Hohe des Tau-Proteins

nachweisen.

ResUmierend konnen wir festhalten, dass es uns gelungen ist mit spezifischen
Antikérpern bestimmte 14-3-3-Isoformen im Liquor nachzuweisen und damit die in
der Literatur bestehenden Unklarheiten zu beseitigen. Weiterhin konnten wir
erfolgreich tendenzielle Unterschiede in dem Isoformmuster fur die verschiedenen
sCJK-Subtypen und eine Korrelation der Bandenintensitat im Western Blot aller
Isoformen mit der Hohe des Tau-Proteins im Liquor aufzeigen. Diese Ergebnisse
liefern zum Teil Hinweise fur die Erklarung des Erscheinens von 14-3-3-Isoformen im
Liquor, zum Teil dienen sie diagnostischen Zwecken. So konnen die
nachgewiesenen Isoformen die Diagnose der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit bestatigen. Insbesondere der Nachweis der Isoform 14-3-3- bei Patienten
mit sCJK und der fehlende Nachweis dieser Isoform bei den Kontrollpatienten lasst
einen diagnostisch wegweisenden Unterschied zwischen diesen beiden Kollektiven

erwarten.

Das einleitende Ziel einer pramortalen Diagnose einzelner Subtypen anhand
spezifischer Isoformmuster kann durch diese Arbeit bislang nicht erreicht werden,
jedoch zeigt sie eine Tendenz bezuglich unterschiedlich hoher Konzentrationen der
14-3-3-Isoformen im Liquor. Diese Beobachtung bedarf weiterer Forschung, wobei
wir ein solch spezifisches, die Konzentration der einzelnen 14-3-3-Isoform
betreffendes Muster fiur die Diagnose von sCJK-Subtypen nicht ausschlieRen
wulrden, die alltagsrelevante Methode des Western Blots jedoch fur nahere

quantitative Untersuchungen nicht geeignet erscheint.
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4.8 Limitationen

Limitierend an dieser Studie ist die Tatsache, dass das verwendete Patientenkollektiv
naturgemald klein ausfallt, was sich auf nahezu alle Ergebnisbereiche auswirkt. Mit
sieben bzw. zum Teil nur vier Patienten pro Subtyp war es schwierig, aus den
Ergebnissen allgemein gultige Thesen zu formulieren. Dennoch war es uns auf
Grund eingangs erwahnter limitierter Inzidenz einiger Subtypen nicht mdglich, das
Kollektiv zu vergroRern. Wir konnen daher nichtsdestotrotz die hier gewonnenen
Ergebnisse als valide Tendenzen fur die einzelnen Subtypen annehmen und missen
die ermittelten Daten prospektiv an einem grof3eren Patientenkollektiv zielgerichtet
prufen.

Des Weiteren ist die Methode des Western Blots auf den qualitativen und
semiquantitativen Nachweis von Proteinen limitiert. Eine quantitative Bestimmung
der 14-3-3-Isoformen wirde moglicherweise eine genauere Differenzierung der
Isoformmuster im Liquor der Subtypen zulassen. Wir haben jedoch den Western Blot
als Methode der Wahl genutzt, da, wie eingangs beschrieben, diese Methode hohere
Sensitivitat und Spezifitat als beispielweise ein ELISA zeigt. Aulerdem wird der
Western Blot als Methode in der taglichen Routine zur Diagnose der sCJK verwendet
und sollte daher auch in unserer Studie alltagsrelevant angewandt werden. Die
Subjektivitat der semiquantitativen Auswertung der Western Blots wurde durch
geblindete Auswertung durch zwei Betrachter so weit wie moglich minimiert.
Hinsichtlich des fehlenden Nachweises der Isoform 14-3-3-n im Liquor oder des
differierenden Auftretens von 14-3-3-t bei den unterschiedlichen Subtypen konnten
wir bislang leider keinen kausal erklarenden Zusammenhang finden. Wir konnten
jedoch eindeutige Ergebnisse Uber das Vorhandensein und Fehlen verschiedener
14-3-3-Isoformen im Liquor von sCJK-Subtypen liefern und madgliche Erklarungen
bzw. erklarende Aspekte formulieren. Es ergeben sich weitere Forschungsgebiete
aus den hier aufgeworfenen Fragen, deren Klarung zu dem initial formulierten Ziel

einer pramortalen, subtypen-spezifischen Diagnose beitragen kdnnte.
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5 Zusammenfassung

Die sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit gehort mit einer Inzidenz von 1-2/1
Milionen  Einwohner zu den seltenen  Transmissiblen  Spongiformen
Enzephalopathien, die, durch Prionen hervorgerufen, zu einer spongiformen
Degeneration des Gehirns und konsekutiv immer zum Tode flhren. Neben typischen
Symptomkonstellationen, MRT- und EEG-Mustern ist der Nachweis des Proteins 14-
3-3 im Liquor von Patienten mit sporadischer Creutzfeldt-Jakob-Krankheit in die
pramortalen Diagnosekriterien der WHO eingegangen. In der hier vorliegenden
Arbeit sollte untersucht werden, welche der sieben beim Menschen vorkommenden
14-3-3-Isoformen (B, v, M, &, {, o, t) im Liquor der Patienten nachzuweisen sind und
ob sie in einem bestimmten Muster bei den sechs verschiedenen Subtypen der
sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (MM1, MM2, MV1, MV2, VV1, VV2)
vorliegen. Variierende Krankheitsverlaufe und v. a. Krankheitszeiten von
durchschnittlich 4,4 Monaten beim MM1-Subtyp und 17,4 Monaten beim VV1-Subtyp
mit jeweils letalem Ausgang waren Motivation zu vorliegender Fragestellung und

maoglicher diagnostischer Differenzierung der Subtypen.

Es wurden jeweils sieben bzw. vier Patienten jedes Subtyps, sowie acht
Kontrollpatienten mit ischamischen bzw. entziindlichen Erkrankungen des Gehirns,
mittels SDS-PAGE und Western Blot auf das Vorhandensein der sieben 14-3-3-
Isoformen im Liquor untersucht. Die ausgewahlten Patienten stammten aus dem
Nationalen Referenzzentrum fur die Surveillance Transmissibler Spongiformer
Enzephalopathien Goéttingen. Der Liquor wurde jeweils im letzten Drittel der
gesamten  Krankheitsdauer entnommen und die Diagnose postmortal
histopathologisch gesichert. Die verwendeten Primarantikorper stammten von der
Firma IBL (Japan) und zeigten eine hohe Spezifitat flir die einzelnen 14-3-3-
Isoformen. Die aus den Western Blots erhaltenen Ergebnisse wurden semiquantitativ
nach ihren Bandenintensitaten ([-] negativ, [(+)] schwach positiv, [+] positiv, [++] stark
positiv, [+++] sehr stark positiv, je 0-4 Punkte) und prozentual fur jede Isoform und
jeden Subtyp von zwei Beobachtern unabhangig ausgewertet. AuRerdem wurde der
Zusammenhang eines weiteren neurodegenerativen Markers, dem Tau-Protein, zu

den im Liquor cerebrospinalis nachgewiesenen 14-3-3-Isoformen untersucht.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei allen sCJK-Subtypen vier der
sieben Isoformen (14-3-3-B, -y, -, -C) im Liquor nachweisbar sind, zwei Isoformen
(mund o) gar nicht gefunden wurden und 14-3-3-t vereinzelt bei einigen sCJK-
Subtypen vorkam. Es konnten Tendenzen von subtypen-spezifischen
Isoformmustern gesehen werden, die sich vor allem im Vorhandensein oder Fehlen
von 14-3-3-t und den Isoformkonzentrationen widerspiegeln. Wir konnten zeigen,
dass ausgepragte Neurodegeneration mit starkeren Bandenintensitaten der
verschiedenen 14-3-3-Isoformen, inklusive 14-3-3-t, beim Western Blot einhergeht.
Wir konnten im Einklang mit diesem Ergebnis auch eine Korrelation zwischen der
Hohe des Tau-Proteins und der Bandenstarken von 14-3-3-Isoformen feststellen. Es
konnte auRerdem gezeigt werden, dass insbesondere der Nachweis der 14-3-3-3-
Isoform fUr die Diagnose der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit spricht und
modglicherweise zur Differenzierung bei falsch-positivem 14-3-3-Nachweis dienen
konnte, da diese Isoform Uberraschenderweise im 14-3-3-positiven Kontrollkollektiv
nahezu nicht nachweisbar war. Fir eine valide subtypen-spezifische Diagnose der

sCJK bedarf es jedoch noch weiterer Forschung.
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