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Zusammenfassung

Prionkrankheiten sind iibertragbare, todliche neurodegenerative Erkrankungen beim
Menschen und bei Tieren. Sie basieren auf der Konversion des zelluldren Prion-Proteins
(PrP€) in seine pathogene Form (PrP5). Durch diese Konversion sind Prionkrankhei-
ten pathogen und iibertragbar. Bis heute ist weder der dem zugrunde liegende Mecha-
nismus verstanden noch eine Behandlung gefunden worden.

Die sichere Diagnose einer sporadischen Prionkrankheit ist ausschlieflich mittels Ge-
hirnbiopsie moglich, weswegen zu Lebzeiten des Patienten hiufig nur die Diagnose einer
wahrscheinlichen Prionkrankheit erfolgt. Zusammen mit der klinischen Heterogenitét
der Prionkrankheiten weisen neueste Erkenntnisse auf das Vorhandensein mehrerer
humaner Prionstdmme hin. Fiir die Suche nach Medikamenten fehlt ein geeigneter
Wirkstoff-Suchtest, der auf der humanen Pathogenese basiert, fiir einen hohen Durch-
satz geeignet und gut reproduzierbar ist.

Die real-time quaking-induced conversion (RT-QulC), eine neu entwickelte in vi-
tro-Methode, erlaubt den Nachweis von bisher nicht messbaren Mengen an PrP¢ in
humanem Liquor cerebrospinalis (Liquor). Dazu werden die selbst-replizierenden Eigen-
schaften des PrP®¢ genutzt. Erste Untersuchungen weisen auf distinkte Eigenschaften
humaner Prionkrankheiten in der RT-QulC hin. Zum Einsatz in Diagnostik und For-
schung bedarf es jedoch einer umfassenden Validierung der Methode fiir die Anwendung
mit humanem Liquor.

In dieser Arbeit betrigt die Sensitivitit der RT-QulC 85,5 % und die Spezifitit
99,5 % fiir humane Prionkrankheiten. Die Reproduzierbarkeit im Ringversuch ist gut
bis exzellent. Die Kurzzeitlagerungen der Liquorproben bei Raumtemperatur und +4 °C
sowie die Langzeitlagerung bei —80 °C und das wiederholte Einfrieren und Auftauen
haben keinen Einfluss auf die Testergebnisse. Jedoch fiihrt die Kontamination mit Blut
zu falsch-negativen Resultaten. Diese Ergebnisse weisen auf eine Eignung der RT-QulC
zur sicheren Diagnose von Prionkrankheiten zu Lebzeiten der Patienten hin.

Zur Charakterisierung des Reaktionspotentials moglicher humaner Prionstamme wur-
den Liquorproben von verschiedenen humanen Prionkrankheiten wie bspw. der spora-
dischen und der genetischen Form mittels RT-QulC untersucht. Die Auswertung der
Daten zeigt distinkte Eigenschaften des PrP%¢ im Liquor, die moduliert werden durch
die Form der Prionkrankheit, den Prnp Codon 129-Genotyp und die Krankheitsdauer.
Diese Ergebnisse zeigen das Potential der RT-QulC, die selbst-replizierenden Eigen-
schaften des PrP® im Liquor zu untersuchen, womit erstmals eine Methode zur Ver-
fiigung steht, um diese Effekte in Patienten wiahrend der symptomatischen Phase zu
studieren.

Zur Nutzung der RT-QulC als neurartige Methode zur Wirkstoffsuche wurde die
Wirkung mehrerer Stoffe auf die RT-QulC-Reaktion untersucht. Doxyzyklin inhibiert
diese Reaktion sowohl in Korrelation mit der Dosis als auch mit dem Zeitpunkt der
Zugabe. Diese Ergebnisse weisen auf eine Eignung der RT-QulC zur Suche von Stoffen
hin, die den PrP-Konversionsprozess inhibieren und zeigen die inhibierende Wirkung
von Doxyzyklin auf die in-vitro-Amplifikation von PrP¢.
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1. FEinleitung

1. Einleitung

Prionkrankheiten sind iibertragbare, todlich verlaufende neurodegenerative Erkrankun-
gen, die sowohl beim Tier als auch beim Menschen auftreten. Beim Tier wurde die Tra-
berkrankheit der Schafe und Ziegen (Scrapie) erstmals im Jahr 1732 beschrieben, die
tibertragbare Hirndegeneration der Nerze (TME) im Jahr 1965, die chronisch zehrende
Krankheit der Hirsche (CWD) im Jahr 1980, die schwammartige Hirndegeneration der
Rinder und der rinderartigen Wiederkéduer (BSE) in den Jahren 1987 und 1988 sowie
die der Katzen (FSE) im Jahr 1990 (McGowan 1922, Burger 1965, Hartsough 1965,
Williams u. a. 1980, Wells u. a. 1987, Jeffrey u.a. 1988, Aldhous 1990). Beim Menschen
wurde das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS) erstmals im Jahr 1935 be-
schrieben, die Kuru-Krankheit im Jahr 1957, die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD)
in den Jahren 1920 und 1921 und die Tédliche Familidire Schlafkrankheit (FFI) im
Jahr 1986 (Gerstmann u.a. 1935, Zigas u.a. 1957, Creutzfeldt 1920, Jakob 1921a, Ja-
kob 1921b, Lugaresi u.a. 1986). Wegen ihrer Ubertragbarkeit (Transmissibilitit) sowie
der durch sie verursachten schwammartigen Hirndegeneration entstand die deskripti-
ve Bezeichnung Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE), wohingegen die
Bezeichnung Prionkrankheiten auf den Erreger hinweist (Hornlimann 2001).

1.1. Die Prion-Hypothese

Im Jahr 1936 wurde gezeigt, dass Scrapie experimentell iibertragbar ist (Cuille u. a.
1936). Im Jahr 1959 wurde auf die neuropathologischen Gemeinsamkeiten und die lan-
gen Inkubationszeiten von Scrapie und Kuru aufmerksam gemacht und 1966 wurde ge-
zeigt, dass Kuru experimentell auf Affen iibertragbar ist (Hadlow 1959, Gajdusek u. a.
1966). Basierend auf dem damaligen Wissensstand, der ausschlieflich auf Nukleinsiure
basierende Krankheitserreger kannte, vermutete man Viren mit langen Inkubations-
zeiten als Krankheitserreger hinter den TSEs und kategorisierte diese als ,Slow Virus
Disease” — deu. ,Langsame Viruskrankheit (Sigurdsson 1954, Diringer u. a. 1988). Bis-
her konnten jedoch keine krankheitsauslésenden Viren isoliert werden (Prusiner 2001).

Im Jahr 1967 wurde anhand von Untersuchungen der Scrapie-Krankheit erstmals
die Vermutung formuliert, das infektiose Agens konnte sich ohne Beteiligung eigener
Erbinformation in Form von Nukleinsiuren vermehren (replizieren), und es wurde der
Vorschlag gemacht, der Erreger konnte ein sich replizierendes Protein sein (Alper u. a.
1967, Gibbons u.a. 1967, Griffith 1967). Dieses bisher vorwiegend theoretische Kon-
strukt wurde weiterentwickelt, durch biochemische Forschungen untermauert und es
wurde im Jahr 1982 postuliert, dass das infektiose Agens vorwiegend proteinartigen
Charakter habe (Prusiner 1982). Dies wurde unter anderem damit begriindet, dass
sich der Erreger durch Behandlungen, die die natiirliche Struktur von Nukleinsiuren
auflosen (denaturieren) nicht inaktivieren lasse, jedoch durch solche, die Proteine de-
naturierten. Folglich wére der Erreger von neuartiger Natur, da die Denaturierung von
Nukleinsduren bei den bis dato bekannten Krankheitserregern zu deren Inaktivierung
fiihrte. Zur Unterscheidung diesen Erregers von den bisher bekannten wurde die Be-
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zeichnung Prion eingefiihrt, abgeleitet von eng. proteinaceous infectious particle (deu.
proteinoses infektioses Partikel). Darauf folgend wurde entdeckt, dass Prionen konstant
ein Protein enthalten, und es wurde als dessen Bezeichnung PrP eingefiihrt, abgeleitet
vom eng. prion-protein (Bolton u.a. 1982, Prusiner, Bolton u.a. 1982). Im Jahr 1985
wurde das Gen identifiziert, welches fiir das PrP kodiert, und es wurde dafiir die Be-
zeichnung Prnp eingefiihrt, abgeleitet vom eng. prion-protein gene (Oesch u.a. 1985).
Im Jahr 1989 wurde die vormals aufgestellte Prion-Hypothese zur eng. protein-only-
hypothesis (deu. Nur-Protein-Hypothese) spezifiziert (Prusiner 1989). Diese besagt,
dass das PrP in zwei Formen vorkommt, einer harmlosen zelluliren Form und einer
verdnderten krankmachenden (pathogenen) Form, die den alleinigen Bestandteil des
infektivsen Agens darstellt. Die zellulire Form wurde mit PrPC von eng. cellular (deu.
zellulér) und die pathogene Form mit PrP5¢ von eng. Scrapie bezeichnet.

1.2. Das Prion-Protein

Prionkrankheiten basieren auf der Konversion des PrP® in seine pathogene Form PrP¢.
Beide weisen die gleiche Aminosduresequenz auf, unterscheiden sich jedoch in ihrer
Struktur und den chemisch-physikalischen Eigenschaften (Prusiner 1989).

1.2.1. Die zellulire Form — PrP€

Das PrP€ ist ein korpereigenes, membranstindiges Protein, das iiberwiegend an der
Oberfliche von Nervenzellen exprimiert wird und vorwiegend in neuronalen Geweben
wie dem Gehirn und dem Riickenmark vorkommt (Kretzschmar, Prusiner u.a. 1986).
Es wurde jedoch auch in geringeren Mengen in bspw. lymphoiden Zellen, Lunge, Herz,
Leber, Skelettmuskulatur und dem Gastrointestinaltrakt nachgewiesen (Horiuchi u. a.
1995, Bosque u. a. 2002, Morel u.a. 2004).

Seine physiologische Funktion ist noch nicht abschliefsend geklart. Erste Untersu-
chungen an genetisch verinderten Miusen, die kein PrP¢ exprimierten (sog. PrP%°-
MaAusen), zeigten sowohl eine normale Entwicklung als auch ein normales Verhalten
dieser Méause (Biieler u. a. 1992). Jedoch wurden spéter Hinweise auf eine erhéhte An-
falligkeit fiir neuronale Schidigungen sowie altersabhéngige Verhaltensdefizite bei Ge-
déchtnisleistung, assoziativem Lernen, basalem Angstverhalten und Nestbauvermogen
gefunden (Sakaguchi u.a. 1996, Schmitz, Greis u.a. 2014, Schmitz, Zafar u.a. 2015).
Physiologische Studien zeigten, dass PrP® Kupfer in vivo bindet und sowohl pri- als
auch postsynaptisch an den neuromuskulédren Endplatten lokalisiert ist, was als Hinweis
auf eine mogliche Schutzfunktion gegeniiber zerstorerischen oxidativen Effekten durch
bspw. reaktive Sauerstoffspezies gedeutet wird (D. R. Brown u.a. 1997, Kramer u. a.
2001). Weiterhin ist PrP® vermutlich in den Metabolismus von Neurotransmittern, die
Aktivierung von Immunzellen, die Zelladhésion, die Signaltransduktion und den pro-
grammierten Zelltod involviert (Cashman u. a. 1990, B.-H. Kim u. a. 2004, Mazzoni u. a.
2005, Zomosa-Signoret u.a. 2008). Zudem scheint es eine Rolle in der Regulation von
Proteinen, die an der Pathogenese des Morbus Alzheimer beteiligt sind, innezuhaben
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(Ramljak u. a. 2008). Aukerdem zeigten PrP%°-M:use ein Defizit bei der Prozessierung
von Geruchssignalen (Le Pichon, Claire E u. a. 2009). Diese benétigten im Vergleich zu
Kontrolltieren deutlich langer zur Ortung von Nahrung mittels Geruchssinn.

Das PrP® wird im endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und nachfolgend im
Golgiapparat modifiziert, von wo aus es in sekretorischen Vesikeln zur Zelloberfliche
transportiert und dort an die Zellmembran gebunden wird (Stahl, Borchelt u.a. 1987,
Harris 2003). Auf der Zellmembran befindet es sich vorwiegend in Membraneinbuch-
tungen (Calveolae), welche sich ins Innere der Zelle abschniiren und mit Endosomen
fusionieren konnen, aus denen es nach einer gemittelten Halbwertszeit von etwa fiinf
Std wieder in die Zelle aufgenommen und in Endolysosomen abgebaut wird (Shyng
u.a. 1993, Vey u.a. 1996,Peters u. a. 2003 Walmsley u. a. 2009).

Das PrP® wird durch das Prnp kodiert, das beim Menschen auf dem kurzen Arm
des Chromosoms Nr. 20 liegt (Oesch u.a. 1985, Puckett u.a. 1991). Die DNA-Sequenz
des Prnp ist unter den Sdugetieren sehr konserviert, gemessen an den Homologien, die
in der Regel > 90 % betragen (Gabriel u.a. 1992, Schitz]l u.a. 1995). An Position
(Codon) 129 des Prnp besteht beim Menschen ein Methionin/Valin-Polymorphismus
(M129V), d.h. der Mensch kann dort homozygot fiir die AS Methionin (MM) oder Valin
(VV) sein oder fiir beide heterozygot (MV). Dieser Polymorphismus ist nicht pathogen,
beinflusst jedoch die Empfianglichkeit fiir Prionkrankheiten und deren Pathogenese, die
Neuropathologie der sCJD und die Oligomerisation des PrP5¢ sowie die Amyloidforma-
tion (Palmer u. a. 1991, Goldfarb, Petersen u.a. 1992, Silva u. a. 1994, Schulz-Schaeffer
u.a. 1996, Deslys, Jaegly u.a. 1998, Parchi, Giese u.a. 1999, Alpérovitch u.a. 1999,
Parchi, Zou u. a. 2000, Brandel u. a. 2003, Pocchiari, Puopolo u. a. 2004, Baskakov u. a.
2005, Cali u. a. 2006, Kobayashi u. a. 2015). Insbesondere die Triger einer Homozygotie
fiir Methionin, aber auch fiir Valin am Prnp Codon 129 sind empfanglicher fiir eine
Prionkrankheit, wohingegen solche mit einer Heterozygotie weniger empfianglich sind
(Palmer u. a. 1991, Laplanche, Delasnerie-Lauprétre, Brandel, Chatelain u. a. 1994, Sal-
vatore u.a. 1994, Parchi, Giese u.a. 1999, Heinemann u.a. 2007). Tabelle 1 auf S. 3
zeigt die Verteilung der drei Genotypen des Prnp Codon 129-Polymorphismus in der
Normalpopulation im Vergleich zu an sCJD erkrankten Patienten.

Tabelle 1: Verteilung der Prnp Codon 129-Genotypen: Normalpopulation vs. sCJD

Verteilung der Genotypen des Prnp Codon 129-Polymorphismus in der Normalpopulation
(N = 544) im Vergleich zu dieser bei an sCJD erkrankten Patienten (N = 265) (Parchi,
Giese u.a. 1999).

Codon 129 Normalpopulation sCJD

MM 37,0 % 72,1 %
MV 51,0 % 10,9 %
A% 12,0 % 17,0 %

Das unprozessierte PrP® besteht aus 253 AS und wird in eine N-terminale, un-
strukturiertere und flexiblere (AS 23 —120) sowie eine C-terminale, strukturiertere und
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stabilere Doméne (AS 121 — 231) unterteilt (Kretzschmar, Stowring u.a. 1986, Riek
u.a. 1996, Donne u.a. 1997, James u.a. 1997, Zahn u. a. 2000, Acevedo-Morantes u. a.
2014). Seine Aminosduresequenz beginnt N-terminal mit einem Signalpeptid (AS 1 —
22), das wihrend der Prozessierung abgespalten wird. Dann folgt eine Region aus fiinf
sich wiederholenden Sequenzen, die Oktarepeat-Region (AS 51 — 90), die vermutlich
der Bindung von Kupfer-Tonen dient und in die Neuroprotektion involviert ist (Horns-
haw u.a. 1995, D. R. Brown u. a. 1997, Stéckel u.a. 1998, Viles u.a. 1999 Cappai u. a.
2001, Mitteregger u.a. 2007). Die Insertion von einem oder mehreren Oktapeptiden
ist pathogen (Owen u.a. 1990, Goldfarb, P. Brown, McCombie u.a. 1991, van Gool,
W A u.a. 1995, Laplanche, Delasnerie-Lauprétre, Brandel, Dussaucy u.a. 1995, La-
planche, Hachimi u.a. 1999, Goldfarb, P. Brown, Little u.a. 1993). Zentral befindet
sich eine hydrophobe Region (AS 113 — 135), die moglicherweise als Transmembran-
doméne fungiert (Bartz u.a. 2000). Diese Region enthélt einen palindromischen An-
teil (AS 113 — 120), dessen Deletion die Konversion von sowohl verdndertem als auch
co-exprimiertem Wildtyp-PrP® verhindert (Hélscher u.a. 1998, Norstrom u.a. 2005).
Zudem inhibieren aus diesem Palindrom generierte Peptide die in vitro-Erzeugung von
PK-Resistenz (Chabry u.a. 1998). In der C-terminalen Doméne befinden sich drei a-
Helices: a-Helix 1 (AS 144 — 154), a-Helix 2 (AS 175 — 193) und a-Helix 3 (AS 200
— 219) sowie ein antiparalleles S-Faltblatt, bestehend aus dem S-Faltblatt 1 (AS 128
— 131) und p-Faltblatt 2 (AS 161 — 164) (Riek u.a. 1996, Surewicz u.a. 2011). An
Position 179 und 214 befinden zwei ein Cysteinreste, die wiahrend der Prozessierung
durch eine Disulfidbriicke verbunden werden, wodurch eine Verbindung von a-Helix 2
und a-Helix 3 entsteht (Prusiner 1993, Maiti u.a. 2001, Riesner 2003). An Position
181 und 197 befinden sich zwei Asparaginreste resp. N-Glykosylierungsstellen, an die
withrend der Prozessierung Oligosaccharide gebunden werden kénnen (Haraguchi u. a.
1989, Lawson u.a. 2005). Deren Modifikation fiihrt zu drei PrP%-Isoformen: unglyko-
syliertes (27 kDa), monoglykosyliertes (33 kDa) und diglykosyliertes PrP¢ (36 kDa),
die mittels Western Blot unterschieden werden kénnen (Beringue 2003, Zou u. a. 2003,
Kuczius u.a. 2007). Das PrP“ endet C-terminal mit einem GPI-Anker-Signal (AS 232
— 253), das wihrend der Prozessierung durch den GPI-Anker ersetzt wird. Damit wird
das PrP® nachfolgend an der duferen Plasmamenbran der Zelle befestigt (Stahl 1987,
Baldwin u.a. 1990). Bild 1 auf S. 5 zeigt die unprozessierte biochemische Struktur des
PrP¢ schematisch.

1.2.2. Die pathogene Form — PrP5¢

Das PrP5¢ besitzt die gleiche Aminosiuresequenz wie das PrP®, unterscheidet sich
jedoch von diesem in seiner Struktur resp. Proteinfaltung und den chemisch-physika-
lischen Eigenschaften (Borchelt u.a. 1990, Stahl, Baldwin u.a. 1993). Das PrP¢ ist
wasserldslich und empfindlich gegeniiber dem PK-Verdau, wohingegen das PrP%¢ un-
16slich und in seiner amyloiden Form partiell resistent gegeniiber dem PK-Verdau ist
(Bolton u. a. 1982, McKinley u.a. 1983, Oesch u.a. 1985, Meyer u. a. 1986). Diese Dif-
ferenzen basieren auf den strukturellen Unterschieden der beiden Proteine. Das PrP¢
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Bild 1: Schematische Darstellung der unprozessierten biochemischen Struktur des PrP¢

Das unprozessierte PrP® besteht aus 253 AS. Die AS-Sequenz beginnt N-terminal mit ei-
nem Signalpeptid, gefolgt von zwei Doménen, einer unstrukturierteren und flexibleren N-
terminalen sowie einer strukturierteren und stabileren C-terminalen Doméne und endet C-
terminal mit einem GPI-Anker-Signal. Die N-terminale Domé&ne enthélt eine funktionelle
Oktarepeat-Region. Ubergreifend befindet sich eine hydrophobe Region. Die C-terminale Do-
méne enthélt drei a-Helices (g, und «a3) ein kleines antiparalleles g-Faltblatt (51 und §s),
eine Disulfidbriicke (S-S) und zwei Glykosylierungsstellen (N-181 und N-197). (Modifiziert
nach Acevedo-Morantes u. a. 2014)

besteht vorwiegend aus a-Helices (42 %) und besitzt nur einen geringen (-Faltblatt-
Anteil (3 %), wohingegen das PrP5¢ vorwiegend aus S-Faltblittern (> 43 %) besteht
und einen geringeren Anteil an a-Helices (30 %) besitzt (Caughey u.a. 1991, Pan u. a.
1993). Das durch limitierte Proteolyse N-terminal gekiirzte PrPS¢ resp. PrP 27 — 30
weist einen noch héheren Anteil an S-Faltblittern (> 54 %) und einen noch geringeren
Anteil an a-Helices (21 %) auf (Pan u.a. 1993). Im Gegensatz zum PrP 27 — 30, welches
zu Amyloid-Fibrillen polymerisiert, formt das PrP¢ keine per Elektronenmikroskopie
detektierbaren Aggregate (Merz u.a. 1981, Prusiner, McKinley u.a. 1983, Pan u.a.
1993, Riesner 2003, Acevedo-Morantes u.a. 2014). Neueste Erkenntnisse weisen auf
einen Zusammenhang zwischen der Stabilitit der Amyloide und der Inkubationszeit
dieser im Tierversuch hin. Je instabiler die Amyloide sind, desto kiirzer die Inkubati-
onszeit. Dies deutet auf eine stirkere Aggregationsneigung des PrP5¢ in den instabilen
Amyloiden im Vergleich zu den stabilen hin, was zu einer schnelleren Aggregation und
in Folge dessen zu einem fritheren Tod des Wirtes fiihrt (Colby, Giles u.a. 2009).
Nach dem PK-Verdau kénnen mittels Western Blot zwei distinkte PrP5-Typen -
Typ 1 und Typ 2 — unterschieden werden. Der PrP5-Typ 1 wird dabei an AS 82 ge-
spalten, wodurch ein Fragment von =~ 21 kDa entsteht, wohingegen der PrP5-Typ 2
stattdessen an AS 97 gespalten wird, was zu einem Fragment von =~ 19 kDa fiihrt
(Parchi, Castellani u. a. 1996, Parchi, Capellari u. a. 1997). Ursdchlich dafiir sind wahr-
scheinlich strukturelle Unterschiede, wie bspw. in der Glykosylierung (Parchi, Zou u. a.
2000). Der PrP5¢-Typ 1 kommt bei sCJD vorwiegend in Kombination mit einer Ho-
mozygotie fiir MM am Prnp Codon 129 vor, wohingegen der PrP5¢-Typ 2 vorwiegend
bei ebendieser fiir VV auftritt (Parchi, Giese u.a. 1999). Tabelle 2 auf S. 6 zeigt die
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Anteile der beiden PrP%-Typen in Bezichung zu den drei Genotypen des Prnp Co-
don 129-Polymorphismus bei an sCJD erkrankten Patienten. Die Resistenz gegeniiber

Tabelle 2: Verteilung der PrP5¢-Typen beim Prnp Codon 129-Polymorphismus

Verteilung der PrPS°-Typen bezogen auf den Prnp Codon 129-Polymorphismus bei an
sCJD erkrankten Patienten (N = 265) (Parchi, Giese u.a. 1999).

Codon 129
MM MV AAY

Typl  732% 93% 216% 45%
Typ2  268% 47% 724% 955%

PrPS¢ Gesamt

dem Verdau durch Proteasen scheint allerdings keine notwendige Voraussetzung fiir
Pathogenitiit zu sein, denn einige PrP5¢-Formen koénnen vollstiindig proteolysiert wer-
den, wobei die entstehenden l6slichen PrP-Fragmente trotzdem Pathogenitit aufweisen
(Gambetti, Dong u.a. 2008, Colby, Wain u.a. 2010).

Der Grund fiir die Umwandlung vom PrP¢ zum PrP% sowie dessen Mechanismus
sind noch nicht aufgekliirt. Es wurde sowohl das PrP¢ als auch das PrP%¢ in den Cal-
veolae nachgewiesen, was die Hypothese der dortigen Konversion unterstiitzt (Vey u. a.
1996). Zudem unterliegt das PrP¢ einem fiir GPI-Anker-Proteine untypischen endo-
zytotischen Abbaumechanismus, der die Konversion von PrP> wahrscheinlich determi-
niert (Peters u. a. 2003). Der Prnp Codon 129-Polymorphismus beeinflusst die moleku-
lare Konformation und die Neigung zur Aggregatbildung des PrP® (Pham u. a. 2008).
Steht Methionin am Prnp Codon 129 (129M), dann weist das daraus resultierende
PrPC eine exponiertere a-Helix 1 Region auf als das PrP® mit Valin an dieser Position
(129V). Prnp 129M aggregiert schneller und formt mehr Aggregate als Prnp 129V.
Dies fiihrt zu dem Schluss, dass die Konformation von a-Helix 1 den Aggregations-
prozess beeinflusst. Zusétzliche Mutationen in der Oktarepeat-Region, wie sie auch
bei genetischen Prionkrankheiten auftreten kdnnen, verstirken den Aggregationspro-
zess von Prnp 129M mehr als den von Prnp 129V. Posttranslationale Prozesse wie die
Phosphorylierungen kénnen ebenfalls zur Entwicklung von Pathogenitit beitragen (Gi-
annopoulos u.a. 2009). Die Phosphorylierung von PrP 23 — 231 an Serin 43 fiihrte in
vitro zu einer Anderung der chemisch-physikalischen Eigenschaften, es wurde resistent
gegeniiber dem PK-Verdau und bildete sog. PrP-Amyloide, unldsliche PrP-Aggregate,
die in Form von Fasern — sog. Fibrillen — vorliegen. In vivo wurde PK-resistentes, an Se-
rin 43 phosphoryliertes PrP in Scrapie-infizierten Tieren gefunden, jedoch nicht in den
Kontroll-Tieren. Diese Erkenntnisse deuten auf die Involvierung der Phosphorylierung
in die in vivo-PrP-Konversion hin. Ein Teil der aktuellen Debatte um den Konversions-
mechanismus vom PrP® zum PrP5¢ ist auch die mégliche Involvierung von Co-Faktoren
wie bspw. Lipid-dhnlichen Molekiilen (Wang u.a. 2013). Jedoch konnte in vitro gene-
riertes PK-resistentes PrP im Tiermodell eine TSE auslosen (J.-I. Kim u.a. 2010).
Dass dessen Herstellung ohne den Zusatz biologischer Co-Faktoren wie Nukleinsduren,
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anderen Polyanionen und Lipiden erfolgte, spricht fiir die Nur-Protein-Hypothese.

1.3. Humane Prionkrankheiten

Die Inzidenz der humanen Prionkrankheiten in Deutschland betrug iiber die Jahre
1998 — 2005 etwa 1,6 pro Million Einwohner pro Jahr, womit sie zu den seltenen
Erkrankungen zidhlen (Heinemann u.a. 2007). Humane Prionkrankheiten werden in
drei dtiologische Kategorien unterteilt: Prionkrankheiten, die erworben werden (Kuru,
iCJD, nvCJID), die genetisch bedingt sind (gCJD, GSS, FFI) und solche, die sporadisch,
d.h. ohne erkennbare Ursache auftreten (bspw. sCJD). Allen gemein sind pathologische,
spongiforme Verinderungen des Gehirngewebes und amyloide PrP5¢-Ablagerungen, de-
ren Ausprigung abhingig von der Prionkrankheit ist. Zudem gibt es eine enge Korre-
lation zwischen molekularen Eigenschaften resp. der Kombination aus PrP5-Typ und
Prnp Codon 129-Genotyp und pathologischen Eigenschaften, definiert {iber die Kom-
bination aus spongiformen Verinderungen und PrP%-Ablagerungen im Gehirn und
klinischen Eigenschaften wie bspw. Krankheitsdauer, Alter bei Krankheitsbeginn und
klinische Symptome (Parchi, Strammiello u.a. 2011).

Humane Prionkrankheiten sind nicht im iiblichen Sinne infektios, d.h. sie werden
nicht durch gingige soziale Kontakte oder pflegerische Mafsnahmen von Mensch zu
Mensch iibertragen (Simon u.a. 1998). Die Ubertragung auf Versuchstiere erfordert
im Allgemeinen groke Mengen erregerhaltigen Materials und die Ubertragbarkeit wird
per Infektionsroute moduliert (Diringer 1990). Im Tierversuch ist die intrazerebrale
Infektionsroute die effizienteste, bei der eine infektiose Einheit ausreichend ist, um Tiere
mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % zu infizieren. Darauf folgen die intravendse (10
Einheiten), die intraperitoneale (100 Einheiten), die subkutane (10* Einheiten) und die
orale Infektionsroute (10° Einheiten). Die Inkubationszeiten der erworbenen humanen
Prionkrankheiten kénnen beim Menschen Jahre bis Jahrzehnte betragen und stehen
wie auch die klinischen Symptome im Zusammenhang mit der Infektionsroute (Ricketts
u. a. 1997, Centers for Disease Control and Prevention 1997, Collinge, Whitfield u. a.
2006, P. Brown, Brandel u. a. 2012).

1.3.1. Formen

Die Kuru-Krankheit trat im 20. Jahrhundert beim Volk der Fore auf Papua-Neuguinea
epidemieartig auf und blieb grundsétzlich auf dieses beschriankt. Riickblickend begann
die Epidemie wahrscheinlich Ende des 19. Jahrhunderts, ausgehend von einem einzi-
gen sporadischen Fall. Die Ursache der Verbreitung war Kannibalismus, der in Form
des rituellen Verzehrs von Fleisch verstorbener Stammesmitglieder und des intensiven
Kontakts mit deren hoch infektiosem Gehirn durchgefiihrt wurde. Im Jahr 1954 wurde
dieser auf der Insel verboten, wonach Kuru immer seltener auftrat (Collinge, Whit-
field u.a. 2006). Die iCJD wird durch das Einbringen humaner Prionen in den Korper
wahrend medizinischer Eingriffe verursacht, bspw. bei der Transplantantion kontami-
nierter Augenhornhaut oder Hirnhaut, der Gabe humaner Wachstumshormone oder
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der Verwendung unzureichend sterilisierten Operationsbestecks (Duffy u.a. 1974, Ber-
noulli u.a. 1977, Koch u. a. 1985, Thadani u. a. 1988, P. Brown 1996, Simon u. a. 1998,
P. Brown, Preece u.a. 2000). Die Homozygotie fiir Methionin am Prnp Codon 129 ist
mit einer hoheren Empfinglichkeit gegeniiber der iCJD assoziiert (Collinge, Palmer
u.a. 1991, P. Brown, Cervenakova u.a. 1994, Deslys, Marcé u.a. 1994, Kretzschmar
2001). Die nvCJD wird mit dem Verzehr von BSE-infiziertem Rindfleisch in Verbin-
dung gebracht (Hill, Desbruslais u.a. 1997, Collinge 1999). Alle bis zum Jahr 2001
identifizierten Patienten mit nvCJD zeigten am Prnp Codon 129 eine Homozygotie fiir
Methionin (Will 2001). Zudem konnte eine experimentelle Transmission mittels Uber-
tragung von Blutprodukten gezeigt werden (Andréoletti u.a. 2012, Douet u.a. 2014).

Bisher wurden mehr als 30 pathogene Mutationen des Prnp mit den genetischen
bzw. vererbbaren humanen Prionkrankheiten assoziiert (Lloyd u.a. 2013). Einige die-
ser Mutationen zeigen eine Penetranz von 100 %, d.h. jeder davon Betroffene erkrankt
im Laufe des Lebens an der entsprechenden Prionkrankheit, andere sind weniger pe-
netrant. Die klassischen Phéanotypen der genetischen Prionkrankheiten — gCJD, GSS
und FFI — wurden schon iiber ihre klinischen und neuropathologischen Eigenschaften
definiert, bevor die dem zugrunde liegende genetische Basis entdeckt wurde. Zum GSS
fithrt bspw. der Austausch (Substitution) von Leuzin (P) gegen Prolin (L) an Codon
102 (P102L) (Hsiao, Baker u.a. 1989, Doh-ura u.a. 1989). Zur gCJD fiihrt bspw. die
Substitution von Glutamin (E) gegen Lysin (K) an Codon 200 (E200K) oder die von
Valin (V) gegen Isoleuzin (I) an Codon 210 (V210I) (Goldgaber u.a. 1989, Pocchiari,
Salvatore u.a. 1993). Die Substitution von Asparaginsidure (D) gegen Asparagin (N)
am Codon 178 (D178N) kann sowohl zur FFI als auch zur gCJD fiihren (Goldfarb,
Haltia u.a. 1991, Medori u.a. 1992). Dies héngt von der Ausprigung des Prnp Co-
don 129-Polymorphismus ab. Kodiert dieser homozygot fiir Methionin, so fiihrt dies
zur Pathogenese einer FFI, kodiert er homozygot fiir Valin, dann fiihrt dies zur Patho-
genese einer gCJD.

Die sCJD ist mit etwa 85 % die am héufigsten vorkommende CJD (Prusiner und
DeArmond 1994). Diese zeigt eine hohe klinisch-pathologische Variabilitit, welche we-
sentlich durch den Prnp Codon 129-Genotyp und den PrP5-Typ moduliert wird (Par-
chi, Castellani u. a. 1996). Die Kombination dieser beiden Determinanten fiihrt zu sechs
molekularen sCJD-Formen: MM1, MM2, MV1, MV2, VV1 und VV2, mit distinkten
klinisch-neuropathologischen Phéinotypen (Parchi, Giese u.a. 1999, Hill, Joiner, Wads-
worth u.a. 2003, Cali u.a. 2006).

1.3.2. Klinik und Neuropathologie

Beide Geschlechter sind etwa gleichermafen von Prionkrankheiten betroffen. Die sym-
ptomatische Phase beginnt bei den genetischen Formen meist friiher als bei der sCJD.
Das Alter bei Krankheitsbeginn liegt bei diesen héufig im vierten bis fiinften und bei
der sCJD im sechsten Lebensjahrzehnt. Die Krankheitsdauer wird definiert als die Zeit
vom Auftreten der ersten Symptome bis zum Tod. Diese dauert bei den genetischen
Formen typischerweise fiinf bis sieben Jahre und bei der sCJD vier bis sechs Monate
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(Sturzenegger 2001).

Bei der gCJD steht klinisch eine progrendiente Demenz im Vordergrund. Die neu-
ropathologischen Verinderungen betreffen vorwiegend den Kortex und PrP%-Ablager-
ungen sind immunhistochemisch nachweisbar. Beim GSS treten zwei klinische Formen
auf: der klassisch-ataktische und der dementielle Phénotyp (Hsiao und Prusiner 1990).
Die neuropathologischen Verdnderungen betreffen vorwiegend die Klein- bzw. die Grof-
hirnrinde und PrP5¢-Ablagerungen sind immunhistochemisch nachweisbar (P. Brown,
Kenney u.a. 1995, Budka 2001b). Bei der FFI steht klinisch eine zunehmende Schlaf-
storung im Vordergrund. Die neuropathologischen Veranderungen betreffen vorwiegend
den Thalamus und den Olivenkern und PrP5¢-Ablagerungen sind immunhistochemisch
nicht oder nur schwer nachweisbar (Gambetti, Parchi u.a. 1995 , Budka u.a. 1997,
Budka 2001a).

Die sCJD kann in sechs molekulare Formen unterteilt werden, die iiber die Kom-
bination aus Prnp Codon 129-Genotyp und PrP5-Typ definiert sind (Parchi, Giese
u.a. 1999). Die molekulare Form sCJD MM1 ist mit etwa 70 % die am hiufigsten
vorkommende Kombination aus Prnp Codon 129-Genotyp und PrP5-Typ und mit der
typischen CJD-Erkrankung assoziiert. Klinisch steht ein rasch fortschreitender Ver-
lauf mit Demenz im Vordergrund. Die neuropathologischen Verianderungen betreffen
vorwiegend den Kortex und PrP-Ablagerungen sind immunhistochemisch nachweis-
bar. Die sCJD-MM2 kommt in etwa 4 % der Falle vor und kann in zwei weitere For-
men unterteilt werden, die kortikale und die thalamische Form, die je 2 % der Félle
ausmachen. Bei der kortikalen Form steht klinisch eine progressive Demenz im Vor-
dergrund. Die neuropathologischen Verdnderungen betreffen vorwiegend den Kortex
und PrP%-Ablagerungen sind immunhistochemisch nachweisbar. Bei der thalamischen
Form ahneln die Symptome denen der FFI und die neuropathologischen Verinderun-
gen betreffen vorwiegend den Thalamus und die untere Olive. Die sCJD MV1 kommt
in etwa 3 % der Félle vor und ist klinisch und neuropathologisch grundsétzlich nicht
von der sCJD MMI1 zu unterscheiden. Die sCJD MV?2 liegt in etwa 8 % der Félle vor.
Klinisch steht eine Ataxie im Vordergrund. Die neuropathologischen Verdnderungen
betreffen vorwiegend das Kleinhirn. Die sCJD VV1 kommt in etwa 1 % der Félle vor.
Klinisch steht eine progressive Demenz im Vordergrund. Die neuropathologischen Ver-
dnderungen betreffen vorwiegend den Kortex und die Basalganglien, das Kleinhirn ist
nur minimal betroffen. PrP5¢-Ablagerungen sind immunhistochemisch nicht oder nur
schwer nachweisbar. Die sCJD VV2 kommt in etwa 14 % der Falle vor. Klinisch steht
eine Ataxie im Vordergrund. Die neuropathologischen Verdnderungen betreffen vorwie-
gend das Kleinhirn und den Hirnstamm, der Kortex ist nur in tiefen Rindenschichten
betroffen. PrP%-Ablagerungen sind immunhistochemisch nachweisbar (Kretzschmar
2001).

1.3.3. Diagnose

Die sCJD kann als mogliche, wahrscheinliche oder definitive sCJD diagnostiziert wer-
den. Dabei werden die diagnostischen Kriterien von der moglichen bis zur definitiven
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Diagnose schrittweise eingeschrinkt, um diese gegen andere Krankheiten mit dhnli-
cher Symptomatik abzugrenzen. Als technische Untersuchungen kénnen der Nachweis
periodischer Sharp-Wave-Komplexe im EEG, der hyperintenser Basalganglien in der
MRT, der einer erhohten 14-3-3-Protein-Konzentration im Liquor, der einer erhéhten
Tau-Protein-Konzentration im Liquor und der spongiformer Verinderungen und/oder
des PrP5 im Gehirn mittels neuropathologischer Untersuchungen verwendet werden
(Hsich u.a. 1996, Finkenstaedt u.a. 1996, Zerr, Bodemer u.a. 1998, Otto u.a. 2002,
Zerr, Kallenberg u. a. 2009).

Die Kriterien fiir die Diagnose einer méglichen sCJD lauten: eine progressive Demenz
mit einer Krankheitsdauer von unter zwei Jahren und zwei der folgenden vier klini-
schen Erscheinungen: Myoklonus (Muskelzuckungen), visuelle oder zerebelldre Sym-
ptome (bspw. Doppeltsehen oder Gangstérungen), pyramidale/extrapyramidale Sto-
rungen (Bewegungsstorungen) und akinetischer Mutismus. Darauf aufbauend miissen
fiir die Diagnose einer wahrscheinlichen sCJD zusétzlich ein positives EEG und/oder
ein positiver 14-3-3-Protein Befund vorliegen. Zur Diagnose einer definitiven sCJD
ist eine neuropathologische Untersuchung erforderlich, bei der eine spongiforme Ver-
dnderung des Gewebes und/oder das Vorhandensein von PrP5¢ nachgewiesen wird.
Differenzial-diagnostisch sind bei &lteren Patienten vorwiegend der Morbus Alzheimer
und bei jlingeren Patienten Entziindungen des Zentralnervensystems in Betracht zu
ziehen (Collins 2006, Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie 2008).

Zur Diagnose der genetischen Prionkrankheiten sind, neben der Analyse des Prnp
auf Mutationen, keine weiteren formalen Kriterien definiert, gleichwohl kénnen die der
sCJD verwendet werden. Von einer genetischen Prionkrankheit wird gesprochen, wenn
diese erstmals in der Familie des Betroffenen auftritt, wohingegen bei einer familifiren
Prionkrankheit weitere Félle in der Familie identifiziert werden konnten (Lloyd u. a.
2013).

Die klinische Heterogenitdt der Prionkrankheiten macht deren Diagnose zu einer
Herausforderung, da die Symptome insbesondere zu Beginn wenig spezifisch sind. Neue
diagnostische Methoden, wie die Messung der 14-3-3-Protein-Konzentration im Liquor
und die Testung mittels MRT, ermoglichen eine frithere Diagnose als zuvor. Jedoch
wird — bspw. aufgrund der kurzen symptomatischen Phase — die Diagnose einer wahr-
scheinlichen sCJD héufig erst im mittleren oder spiten Krankheitsstadium gestellt.
Zu diesem Zeitpunkt leiden die Betroffenen meist schon an schweren neurologischen
Defiziten. Daher ist eine frithere Diagnose von entscheidender Bedeutung fiir einen
Behandlungsbeginn (Zerr 2009).

1.3.4. Therapie

Bisher ist jedoch keine effektive Behandlung fiir Prionkrankheiten verfiighar (Zerr
2009). Um klinische Studien mit aussagekréftigen Ergebnissen zu erstellen, miissen
Wirkstoffe an einer grofsen Anzahl von Patienten getestet werden. Da Prionkrankheiten
selten vorkommen, kann dies in einzelnen Lindern lange Studiendauern erfordern. Da-
her konnen aussagekréftige Studien in vertretbarer Zeit nur mittels ldnderiibergreifen-
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der Zusammenarbeit von Studienzentren erstellt werden. Dies unterstreicht die Wich-
tigkeit einer sorgfiltigen Auswahl von Wirkstoffen, die in klinischen Studien getestet
werden kénnen. Bei der Auswahl potentieller Wirkstoffe miissen deren pharmakokine-
tischen Eigenschaften sorgfiltig bedacht werden. Der Weg des Wirkstoffs zum Gehirn
spielt hierbei eine entscheidende Rolle. Aufgrund der geringeren Komplikationsgefahr
ist die Verabreichung iiber die orale oder subkutane Route besser geeignet als bspw. die
intraventrikulére Verabreichung. Dafiir muss der Wirkstoff jedoch in der Lage sein, die
bei CJD intakte Blut-Hirn-Schranke in ausreichender Menge zu iiberwinden. Weiterhin
miissen durch den Wirkstoff verursachte Nebenwirkungen und dessen Toxizitéat auf den
Menschen in die Auswahl mit einbezogen werden. Obwohl Wirkstoffe gefunden wurden,
die der PrP-Konversion im Zell- und/oder im Tiermodell entgegenwirkten, stellte sich
deren Nutzbarkeit fiir die humane Therapie aufgrund dieser Limitationen als begrenzt
heraus (Rossi u.a. 2003, Ludewigs u.a. 2007). Die Veroffentlichungen von Trevitt u. a.
2006 und Stewart u.a. 2008 fassen die bis dato untersuchten Wirkstoffe zusammen.

Die Gruppe der Tetrazykline ist nur begrenzt toxisch und einige ihrer Derivate, dar-
unter auch Doxyzyklin, passieren die Blut-Hirn-Schranke (Sande u.a. 1991, Colovic
u.a. 2003). Tetrazykline interagierten mit PrP-Aggregaten, die sowohl aus syntheti-
schen PrP-Peptiden bestehen als auch TSE-Gehirnen entstammen konnten. Sie desta-
bilisierten die Struktur von Amyloid-Fibrillen, indem sie ihre Resistenz gegeniiber dem
PK-Verdau reduzierten, und inhibierten die mit dem PrP>¢ assoziierte Proteinkonver-
sion. Diese wurden von einer Reduktion der Infektiositdt begleitet, welche durch die
kurativen Effekte der Behandlung mit Doxyzyklin nach peripherer oder intrazerebraler
Infektion bekriftigt wurden. Die in vitro-Inkubation mit Doxyzyklin, in Konzentratio-
nen von 10 pM bis 1 mM, fiihrte zu einer dosisabhédngigen Reduktion der PK-Resistenz
von PrP% und wurde Gehirnhomogenat von Scrapie-infizierten Hamstern zuerst mit
1 mM Doxyzyklin inkubiert und nachfolgend in gesunde Hamster inokuliert, dann
verlingerte dies die Uberlebenszeit der Hamster (Forloni, Tussich u. a. 2002). Nach vor-
angegangener Infektion verlingerte Doxyzyklin die Uberlebenszeit Scrapie-infizierter
Hamster auch bei subkutaner Gabe (Luigi u.a. 2008, Forloni, Salmona u.a. 2009).
Zur Wirkung von Doxyzyklin bei Patienten mit CJD wurde eine doppelt-verblindete,
Placebo-kontrollierte Phase 2-Studie veroffentlicht (Haik u. a. 2014). Darin wurden 162
Patienten mit sCJD oder gCJD téglich mit 100 mg Doxyzyklin (n = 62) oder Placebo
(n = 59) behandelt. Die Studie ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Gruppen, gemessen an der Uberlebenszeit der Patienten.

1.3.5. Charakterisierung von Prionstimmen

Prion-Isolate, die nach der Ubertragung von infektiosem Material im in vivo-Tiermodell
unterschiedliche Krankheitsphianotypen hervorrufen, werden oft als Stémme bezeich-
net. Prionstimme konnen anhand von sieben Kriterien unterschieden werden: klinische
Symptomatik, Inkubationszeit, Ubertragbarkeit, histopathologische Lisionsprofile, In-
aktivierungsverhalten, PK-Resistenz des PrP® und PrP®-Glykosylierung (Pattison
u.a. 1961, Kimberlin u.a. 1978, Fraser u.a. 1973, Taraboulos u.a. 1992,Bessen u. a.
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1994, Safar, J., G. u.a. 1998). Dabei stellen die Inkubationszeit und das histopatholo-
gische Lasionsprofil die wesentlichen Unterscheidungskriterien dar (Bruce 1996, Bruce
und Dickinson 1979).

Die heterogenen klinischen und pathologischen Eigenschaften der humanen Prion-
krankheiten sowie Untersuchungen zum Molekulargewicht, zur Proteinase-Resistenz
und zur Glykosylierung des humanen PrPS¢ weisen auf das Vorhandensein mehrerer
humaner Prionstdmme hin (Parchi, Castellani u. a. 1996, Collinge, Sidle, Katie C L u. a.
1996, Bruce, Will u. a. 1997, Parchi, Boni u. a. 2012). Wurde bspw. Gehirnmaterial von
Patienten mit den molekularen sCJD-Formen (MM1, MM2, MV1, MV2, VV1, VV2)
auf transgene Mause {ibertragen, welche die verschiedenen humanen Prnp Codon 129-
Genotypen exprimierten (MM, MV oder VV), dann wurden charakteristische Inku-
bationszeiten und histopathologische Lésionsprofile beobachtet. Diesen Experimenten
folgend und basierend auf den Transmissionscharakteristika und PK-Resistenzen dieser
sCJD-Formen (Alpérovitch u.a. 1999) wurde die Existenz von vier humanen sCJD-
Prionstammen postuliert: MM1/MV1 als klassischer Phanotyp, MV2/VV2, VV1 und
MM2 (Bishop u. a. 2010).

1.4. Methoden zur Untersuchung der Prionkonversion

Die grofite Einschrankung bei der Verwendung von in vivo-Tiermodellen ist, dass die
Prionkonversion wihrend der Inkubationsphase sehr langsam voranschreitet und eini-
ge Monate oder sogar Jahre vergehen kénnen, bis eine detektierbare Menge an PrP>
im Gehirn abgelagert ist. Zudem gilt die Konversion von PrP® zu PrP> zwar als es-
sentielles Element der Krankheitsursache, dieses wurde jedoch noch nicht vollstindig
verstanden. Insbesondere miissen die Fragen nach dem grundlegenden dies verursa-
chenden Mechanismus und danach, ob andere Faktoren dabei eine Rolle spielen, noch
beantwortet werden. Zum besseren Verstdndnis des Mechanismus der Prionkonversi-
on, der Natur des infektiosen Agens und in der Bestrebung, eine weniger invasive und
schnellere diagnostische Methode als die Gehirnbiopsie und den Bioassay verfiighar zu
machen, wurde eine in vitro-Methode entwickelt, bei der die Prionkonversion in ei-
nem Reagiergefif simuliert wird — die PMCA (Saborio u.a. 2001, Soto u.a. 2002). Bei
dieser werden die replizierenden Eigenschaften des PrP5¢ als Basis genutzt, um eine ex-
perimentell beschleunigte Prionkonversion herbeizufiihren. Es wird infiziertes Gehirn-
material zu nicht infiziertem gegeben und die Mischung abwechselnden Inkubations-
und Fragmentationsphasen unterzogen. In der Inkubationsphase wandelt das PrP5¢ aus
dem infizierten Gehirnmaterial in Funktion einer Saat das PrP® aus dem nicht infizier-
ten in Funktion eines Substrats in neue Saatpartikel um. Diese aggregieren zu partiell
PK-resistenten PrP-Amyloiden, die in der anschliefenden Fragmentationsphase durch
Ultraschallwellen fragmentiert werden. Durch abwechselnde Wiederholung der beiden
Phasen wird die Anzahl an Saatpartikeln exponentiell erh6ht. Am Ende des Experi-
ments werden die PrP-Amyloide mittels Kombination aus PK-Verdau und Western
Blot detektiert. Die bei der PMCA generierten Saatpartikel, das sog. PrPR®, zeigten
zum PrP% vergleichbare biochemische und strukturelle Eigenschaften und deren In-
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okulation in Wildtyp-Hamster fiihrte zu einem Scrapie-dhnlichen Krankheitsbild, das
identisch mit dem durch Scrapie-infiziertes Gehirnmaterial erzeugten war (Castilla,
Saé, Hetz u.a. 2005, Castilla, Saa, Morales u. a. 2006).

1.4.1. Zellfreie in-vitro-Methoden

Auf der Grundlage der PMCA wurden mehrere zellfreie in vitro-Methoden, wie bspw.
die rPrP-PMCA, der ASA und die S-QulC, entwickelt (Orra, Wilham, Vascellari u. a.
2012). Bei diesen wird im Unterschied zur PMCA dem PrP>¢ aus der Probe recPrP¢
als Substrat zur Verfiigung gestellt. Bei der rPrP-PMCA werden die PrP-Amyloide in
der Fragmentationsphase durch Ultraschallwellen und bei der S-QulC durch Vibration
zerstort und bei beiden erfolgt die Detektion mittels PK-Verdau und Western Blot
(Saa u.a. 2006, Atarashi, Moore u.a. 2007, Atarashi, Wilham u.a. 2008, Orrta, Wil-
ham, Hughson u. a. 2009). Bei der ASA werden die PrP-Amyloide durch Vibration zer-
stort und die Detektion erfolgt in Echt-Zeit mittels Fluoreszenzfarbstoffanalyse (Colby,
Zhang u.a. 2007, Colby, Wain u.a. 2010). Obwohl diese drei Methoden schnellere und
praktikablere Methoden zur Detektion des Prionreplikationsvermdgens sind als bspw.
das in vivo-Tiermodell, unterliegen sie dennoch einigen Einschrinkungen (Wilham u. a.
2010, Orra, Wilham, Raymond u. a. 2011, Orrtd und Caughey 2011, Atarashi, Satoh
u.a. 2011, Atarashi, Sano u.a. 2011, Orra, Wilham, Vascellari u.a. 2012). Die rPrP-
PMCA erfordert eine Ultraschallbehandlung, die schwierig zu kontrollieren sein und
infolge dessen inkonsistente Ergebnisse produzieren kann. In der S-QulC und der ASA
wird diese Ultraschallbehandlung durch die leichter zu kontrollierende und zu reprodu-
zierende Vibration ersetzt. Jedoch wird bei der S-QulC wie auch bei der PMCA jede
Reaktion in einem separaten Reaktionsgefaft durchgefiihrt und das Reaktionsprodukt
mittels eines zeitaufwindigen PK-Verdaus und Western Blot nachgewiesen. In der ASA
werden die Reaktionen auf Multiwell-Mikrotiterplatten zusammengefasst. Jedoch stei-
gen die Fluoreszenzsignale Prion-negativer Proben bei dieser in dhnlicher Weise an wie
die Prion-positiver Proben, sodass eine Unterscheidung nur iiber einen sehr sorgfiltigen
Vergleich der Signale méglich ist.

1.4.2. Real-Time Quaking-Induced Conversion

Die RT-QulC ist eine Weiterentwicklung der Methoden rPrP-PMCA, ASA und S-
QulC und kombiniert die fiir einen hohen Probendurchsatz geeignete Multiwell-Mi-
krotiterplatte mit der leichten Reproduzierbarkeit der automatisierten Vibration so-
wie mit Konditionen, die wie in der S-QulC die spontane Formation falsch-positiver
PrP-Amyloide minimieren (Orri, Wilham, Vascellari u. a. 2012). Die RT-QulC besteht
ebenso wie ihre Vorgénger aus abwechselnden Inkubations- und Fragmentationspha-
sen. In der Inkubationsphase wandelt das PrP%¢ aus der Probe in Funktion der Saat
das recPrP® in Funktion des Substrats um und induziert dadurch das Wachstum von
PrP-Amyloiden. In der Fragmentationsphase werden diese Amyloide mittels Vibrati-
on fragmentiert, wodurch die Anzahl von Saatpartikeln in jedem Zyklus exponentiell
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gesteigert wird. Eine voreingestellte Anzahl an Phasen wird in einem Mikrotiterplat-
ten-Lesegerit vollautomatisch und temperaturkontrolliert durchgefiihrt, wihrend das
Gerat die Menge der PrP-Amyloide mittels Fluoreszenzfarbstoffanalyse in regelméfi-
gen Abstdnden detektiert (Wilham u.a. 2010, Atarashi, Sano u.a. 2011). Bild 2 auf
S. 14 zeigt diesen Prozess schematisch.

Substrat t L
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Bild 2: Schematische Darstellung des RT-QulC-Prozesses

Die RT-QulC besteht aus abwechselnd durchgefiihrten Inkubations- und Fragmentationspha-
sen. In der Inkubationsphase wandelt das PrP>¢ aus der Probe in Funktion der Saat recPrP®
in Funktion des Substrats um, wodurch das Wachstum von PrP-Amyloiden induziert wird.
In der Fragmentationsphase werden diese Amyloide mittels Vibration fragmentiert, wodurch
die Anzahl von potentiellen Saatpartikeln exponentiell gesteigert wird. Eine voreingestell-
te Anzahl an Phasen wird in einem Mikrotiterplatten-Lesegerat vollautomatisch und tem-
peraturkontrolliert durchgefiihrt, wihrend das Gerdt die Menge der PrP-Amyloide mittels
Fluoreszenzfarbstoffanalyse in regelméfiigen Absténden detektiert.

Mit humanem Gehirnmaterial generierte RT-QulC-Ergebnisse zeigten erstmals di-
stinkte Fluoreszenzsignale fiir verschiedene sCJD-Formen (Peden u.a. 2012). Vergli-
chen mit den haufiger vorkommenden sCJD MM1- und sCJD MV1-Formen zeigten die
atypischen CJD-Formen sCJD MM2 und sCJD VV1 sowie die nvCJD langere Zeiten
bis zum Signalanstieg und/oder niedrigere Signalmaxima, was auf einen verzogerten
und langsameren Konversionsprozess hindeutet. Ob die verschiedenen Signale eine all-
gemeine Eigenschaft dieser sCJD-Formen sind oder ausschlieflich dem untersuchten
eher kleinen Probensatz zuzuordnen waren, gilt es noch zu priifen. Die Analyse von
humanem Liquor mittels RT-QulC ergab eine Sensitivitiat von iiber 80 % und eine
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Spezifitdt von 98 — 100 %, was deren Potential zeigt, ein spezifischerer diagnostischer
Test fiir sCJD zu sein als vorhandene Liquortests (Atarashi, Satoh u.a. 2011, McGuire
u.a. 2012). Obwohl die Natur der die RT-QuIC-Reaktion auslésenden Saat im Liquor
noch nicht vollstindig geklart ist, erscheint eine krankheitsassoziierte Form des PrP
plausibel. Diese Hypothese kann die hohere Spezifitdt der RT-QulC im Vergleich zum
14-3-3-Protein im Liquor erkldren, welches als Folge allgemeiner neuronaler Schiden in
diesen entlassen wird. Zudem ergaben Untersuchungen des mit humanem Gehirn als
Saat generierten PrPRe eine PK-Resistenz, die auch bei mit humanem Liquor produ-
zierten PrP®® gefunden wurde (McGuire u. a. 2012).
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2. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Die Verfiigharkeit einer Methode zum sicheren Nachweis des PrP im Liquor kann
die Diagnostik von Prionkrankheiten verbessern und neue Wege zur Behandlung er-
offnen. Die hohe Sperzifitit, die Nutzung des pathologischen Prozesses und das hohe
Standardisierungspotential sprechen fiir eine Eignung der RT-QulIC zum Einsatz in der
Diagnostik. Jedoch ist zur Klarung der Eignung noch eine umfassende Evaluierung der
Methode notwendig. Neue Erkenntnisse im Bereich der humanen Prionstdmme kénnen
zu einem besseren Verstandnis der der Heterogenitdt zugrunde liegenden molekularen
Prozesse und daraus folgend zur Entwicklung neuer Therapiestrategien beitragen. Die
Durchfiihrbarkeit der RT-QulIC mit humanem Liquor bietet eine neue Mdoglichkeit, die-
se potentiellen Erreger-Stamme zu charakterisieren. Die Verfiigbarkeit eines Wirkstoff-
Suchtests, der auf den pathologischen Eigenschaften humaner Proben basiert, kann
die Suche nach Medikamenten zur Behandlung von Prionkrankheiten erleichtern und
somit beschleunigen. Die Nutzung des pathologischen Prozesses, der hohe Automati-
sierungsgrad und die Eignung zum Hochdurchsatz-Screening sprechen fiir eine Eignung
der RT-QulC als Wirkstoff-Suchtest, die jedoch noch gepriift werden muss. Basierend
auf diesen Schlussfolgerungen wurden folgende Aufgaben fiir diese Arbeit formuliert:

1. Methodische Optimierung der RT-QulIC. Mittels Analyse einer moglichst grofen
Anzahl humaner Liquorproben sollen die Giitekriterien der Methode bestimmt
werden. Eine positive Bewertung der Methode, gemessen an einer hohen Validitét,
guten Reproduzierbarkeit und hohen Stabilitét, ist eine notwendige Vorausset-
zung fiir die Durchfithrung der zweiten und dritten Aufgabe.

2. Charakterisierung des Reaktionspotentials potentieller humaner Prionstdmme
mittels RT-QulC. Hierfiir soll eine moglichst grofte Anzahl Liquorproben von hu-
manen Prionkrankheiten mittels RT-QulC analysiert werden. Nachfolgend sollen
die Ergebnisse sowohl auf Ubereinstimmungen mit potentiellen humanen Prions-
tdmmen als auch auf Korrelationen mit klinischen und pathologischen Eigenschaf-
ten der humanen Prionkrankheiten, wie bspw. der Einfluss des Prnp Codon 129-
Polymorphismus, gepriift werden.

3. Nutzung der RT-QulC als neuartige Methode zur Wirkstoffsuche. Dazu soll die
Wirkung von mehreren Stoffen auf die RT-QulC-Reaktion untersucht werden —
darunter auch Doxyzyklin, der bis dato vielversprechendste potentielle Wirkstoff.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen dazu dienen, die methodischen Moglichkeiten
in der Diagnostik von und der Forschung an humanen Prionkrankheiten zu verbes-
sern sowie mehr Informationen iiber potentielle humane Prionstimme zu erlangen, um
letztendlich neue Anséitze zur Behandlung von Prionkrankheiten zu finden.
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In Anhang A sind die héufig verwendeten Geréte (Unterabschnitt A.1), Verbrauchsma-
teriale (Unterabschnitt A.2), anorganischen und organischen Stoffe (Unterabschnitt A.3),
gebrauchsfertigen Losungen und Puffer (Unterabschnitt A.4) sowie Reaktionssysteme
(Unterabschnitt A.5) aufgefiihrt.

3.1. Proben

In dieser Arbeit wurden humane Proben verwendet. Diese Proben wurden vom NRZ fiir
TSE zur Verfiigung gestellt, vertreten durch die Leiterin Frau Prof. Dr. Inga Zerr. Das

NRZ fiir TSE ist an die UMG angegliedert, bei deren Ethik-Komitee es die Verwendung
dieser Proben zu Forschungszwecken beantragte.

3.1.1. Deklaration

Die hier verwendeten humanen Proben wurden im Rahmen des Ethik-Antrags ,, Bio-
marker based diagnosis or rapid progressive dementias — optimisation of diagnostic pro-
tocols* zur Verfiigung gestellt. Das Ethikvotum liegt mit der Antragsnummer 24/8/12
vor (Zerr 2012). Das NRZ fiir TSE stellte aukerdem folgende Daten zu den Proben
zur Verfiigung: Alter, Geschlecht, Diagnose, Krankheitsdauer, Krankheitsstadium zum
Zeitpunkt der Probenentnahme, Prnp Codon 129-Genotyp, Prnp-Mutation, PrPSc-
Nachweis, PrP%-Typ sowie die Konzentrationen des PrP-Proteins, Tau-Proteins und
14-3-3-Proteins im Liquor. Die Krankheitsdauer wurde definiert als der Zeitraum vom
Auftreten der ersten Symptome bis zum Tod des Patienten. Um das Krankheitssta-
dium zum Zeitpunkt der Probenentnahme zu ermitteln, wurde die Krankheitsdauer
in drei Intervalle gleichen Zeitumfangs geteilt. Das frithe Stadium wurde definiert als
der Zeitraum vom Beginn der ersten Symptome bis zum Ende des ersten Intervalls.
Es folgte das mittlere Stadium, definiert als zweites Intervall, und das spate Stadium,
definiert als letztes Intervall der gesamten Krankheitsdauer.

Es wurden Proben von Patienten mit Prionkrankheiten verwendet. Die Diagnosen
der Prionkrankheiten wurden mittels klinischer und neuropathologischer Untersuchun-
gen gestellt und gesichert (nach World Health Organization 1998, Zerr, Pocchiari u. a.
2000 und Zerr, Kallenberg u. a. 2009). Diese Gruppe bestand aus Proben von Patienten
mit sCJD, gCJD und FFI. Tabelle 3 fiihrt die Anzahl der Liquorproben von Patien-
ten mit Prionkrankheiten nach Gruppenzugehorigkeit resp. Diagnose auf. Auferdem
wurden Proben von Patienten mit anderen Krankheiten verwendet. Die Diagnosen
dieser 200 retrospektiven Kontrollen wurden tiberwiegend mittels klinischer Untersu-
chungen gestellt, wobei kein Verdacht auf eine Prionkrankheit bestand. Diese Grup-
pe bestand aus Proben von Patienten mit Morbus Alzheimer (mit klassischem oder
schnellem Verlauf), vaskuldrer Demenz, Synucleinopathien (bspw. Morbus Parkinson),
Entziindungen des Zentralnervensystems (bspw. Meningitis), psychischen Erkrankun-
gen (bspw. Depression), Epilepsie, Multiple Sklerose und anderen Krankheiten (bspw.
Normaldruckhydrozephalus). Weiterhin wurden Proben von Patienten verwendet, die
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sich zum Zeitpunkt der Erhebung noch im diagnostischen Prozess befanden. Von diesen
200 prospektiven Kontrollen lag zum Zeitpunkt der Verwendung keine Diagnose vor.
Tabelle 4 fithrt die Anzahl der Liquorproben von retrospektiven Kontroll-Patienten
nach Gruppenzugehorigkeit resp. Diagnose auf.

Tabelle 3: Anzahl der Liquorproben von Patienten mit Prionkrankheiten nach

Gruppenzugehorigkeit
Gruppe Anzahl
sCJD 64
gCJD (E200K-Mutation) 33
gCJD (V210I-Mutation) 6
FFI 7
Gesamt 110

Tabelle 4: Anzahl der Liquorproben von retrospektiven Kontroll-Patienten nach

Gruppenzugehdrigkeit
Gruppe Anzahl
Morbus Alzheimer 42
Vaskuldre Demenz 40
Synucleinopathien 32
Entziindungen des Zentralnervensystems 30
Andere (Nicht-Prion) Erkrankungen 25
Psychische Erkrankungen 12
Epilepsie 11
Multiple Sklerose 8
Gesamt 200

3.1.2. Praanalytische Aufbereitung

Die Liquorproben wurden den Patienten mittels Lumbalpunktion in Polypropylenroh-
ren entnommen und fiir 10 Min bei 720 x ¢ zentrifugiert. Anschlieffend wurden Storfak-
toren wie Hédmolyse oder Triibung durch eine visuelle Kontrolle gepriift und dokumen-
tiert. Dann wurden die Liquorproben auf Blutkontamination untersucht mittels eines
kommerziell erhiltlichen Hemastix-Teststreifens nach den Anweisungen des Herstellers
Siemens Healthcare Diagnostics (Siemens Healthcare Diagnostics 2011). Nachfolgend
wurden die Liquorproben in 2,0 ml-Reagiergefiften (Eppendorf) bei —80 °C gelagert.
Blutkontaminierte Liquorproben wurden von der Verwendung in dieser Arbeit ausge-
schlossen. Vor der weiteren Verwendung wurden die Liquorproben fiir 1 — 2 Std bei 4 °C
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aufgetaut und fiir 30 Sek auf Stufe 10 gevortext, um eine optimale Durchmischung zu
gewdhrleisten.

Die Gehirnproben stammten aus dem frontalen Kortex von Patienten mit neuropa-
thologisch gesicherter sCJD. Diese wurden den Patienten nach dem Tod mittels Biopsie
entnommen und unbehandelt in 2,0 ml-Reagiergefifien bei —80 °C gelagert. Die Ge-
hirnproben wurden nachfolgend in einem Lysepuffer fiir 30 Sek homogenisiert, wobei
das Verhiltnis Gehirnprobe zu Lysepuffer 10 % (w/v) betrug. Die Zusammensetzung
des Lysepuffers ist in Tabelle 5 auf S. 19 aufgefiihrt. Danach wurden die Gehirnproben
fiir 10 Min bei 10.000 x ¢ zentrifugiert, um die Zelltriimmer zu entfernen. Das Pel-
let wurde verworfen und es wurde mit dem Uberstand fortgefahren. Dieser wurde in
2,0 ml-Reagiergefifien (Eppendorf) bei —80 °C gelagert. Vor der weiteren Verwendung
wurden die homogenisierten Gehirnproben fiir 1 — 2 Std bei 4 °C aufgetaut und fiir
30 Sek auf Stufe 10 gevortext, um eine optimale Durchmischung zu gewihrleisten. Di-
rekt vor der Verwendung im Experiment wurden die homogenisierten Gehirnproben im
Verhéltnis 1:100.000.000 (in Unterabschnitt 4.2) oder 1:1.000 (in Unterabschnitt 4.3)
in PBS (Biochrome) verdiinnt.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Lysepuffers

Stoff Konzentration
SDS 1% (w/v)
Tris/HCI 100 mM
NaCl 100 mM
EDTA 100 mM

3.2. Bestimmung des Prnp Codon 129-Genotyps mittels RFLP

Der Begrift Polymorphismus bezeichnet die Koexistenz von zwei oder mehr deutlich
verschiedenen Formen eines Merkmals bei den Individuen einer Population. Bei der
RFLP-Methode fiihren Verdnderungen in der DNA-Sequenz homologer Chromosomen
zu unterschiedlichen Restriktionsfragmentmustern, von denen auf die Ausprigung des
dem zugrunde liegenden Polymorphismus geschlossen werden kann (Grieft u.a. 1999).

Restriktionsenzyme sind in der Lage, spezifische DNA-Sequenzen, sogenannte Re-
striktionsschnittstellen, in der DNA zu erkennen, daran zu binden und diese an dieser
Stelle zu verdauen (spalten). Die dabei entstehenden DNA-Abschnitte werden als Re-
striktionsfragmente bezeichnet. Diese Fragmente konnen mittels Gelelektrophorese der
Lange nach geordnet werden (Campbell u. a. 2003). Wenn innerhalb einer Restriktions-
schnittstelle eines Restriktionsenzyms Basen ausgetauscht sind, dann kann dies bei der
Spaltung der DNA durch das Restriktionsenzym zum Verlust oder neuen Auftreten
eines DNA-Fragments sowie zur Verlingerung oder Verkiirzung vorhandener DNA-
Fragmente fiihren. Daraus resultieren Verdnderungen im Restriktionsfragmentmuster

(Griefs u.a. 1999).
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Bei der Gelelektrophorese werden Makromolekiile, wie bspw. Nukleinsduren oder
Proteine, aufgrund ihrer Wanderungsgeschwindigkeiten durch ein Gel unter dem Ein-
fluss eines elektrischen Feldes voneinander getrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit
hingt von ihrer Grofe, elektrischen Ladung und anderen Eigenschaften ab. Die Nu-
kleinsduren der DNA tragen negative Ladungen, deren Anzahl proportional zu ihrer
Lange ist. Wird eine elektrische Spannung an das Gel angelegt, dann wandern die-
se vom Minus- zum Pluspol. Je grofer (langer) die Nukleinsduren sind, desto stérker
werden sie dabei von der Gelmatrix an der Fortbewegung gehindert, der sog. Sieb-
effekt des Gels. Zur Analyse von Nukleinsduren kann als Gelbildner bspw. Agarose
verwendet werden. Das Agarosegel wird durch Aufkochen von Agarose in einem FElek-
trophoresepuffer hergestellt und enthilt Taschen, in die spéter die Proben eingefiillt
werden. Durch Erhitzen und Abkiihlen bildet sich ein Agarosegel, dessen kettenférmi-
ge Molekiile iiber Wasserstoffbriicken vernetzt sind. Die dabei entstehenden Poren im
Gel sind umso kleiner, je hoher die Agarose konzentriert ist. Der Siebeffekt des Gels
hingt von dessen Hérte ab, je hoher die Agarose konzentriert ist, desto hérter resp.
fester wird das Gel und desto stirker wirkt der Siebeffekt. Dann wird das Gel in eine
Gelelektrophoresekammer gelegt, mit Gelelektrophoresepuffer bedeckt und die zu un-
tersuchenden Proben werden zusammen mit Ladepuffer in die Geltaschen gefiillt. Die
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der Nukleinsduren in den Gemischen
fiihren zu spezifischen Bandenmustern im Agarosegel. Dabei enthilt jede Bande Nu-
kleinsduren derselben Linge (Campbell u.a. 2003). Zur Analyse dieser Bandenmuster
wird dem Gel Ethidiumbromid hinzugefiigt, welches zwischen die Basen der Nuklein-
sduren interkaliert und nach Anregung mit UV-Licht im sichtbaren Bereich des Lichts
als orange-rot leuchtende Bande erscheint (Jansohn 2012).

Der Polymorphismus am Prnp Codon 129 wurde mittels RFLP-Analyse nach Windl
u.a. 1999 bestimmt. Zuerst wurde DNA isoliert, dann das Prnp mittels PCR ver-
vielfaltigt, nachfolgend die PCR-Produkte mit einem spezifischen Restriktionsenzym
verdaut, anschliefend die Restriktionsfragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese der
Lange nach aufgetrennt und dann das Restriktionsfragmentmuster einer Ausprigung
des Prnp Codon 129 Polymorphismus zugeordnet. Die Bestimmungen der Prnp V210I-,
E200K- und D178N-Mutationen wurden ebenfalls mittels RFLP-Analyse nach Windl
u.a. 1999 durchgefiihrt.

3.3. Bestimmung des PrP5¢-Typs mittels PK-Verdau und
Western Blot

Das PrP€ ist gegeniiber dem Verdau durch Proteasen sensitiver als das PrP5¢, so-
dass das nach dem Protease-Verdau verbliebene PrP vorwiegend aus PrP5¢ besteht
(McKinley u.a. 1983). Die beiden PrP%-Typen, Typ 1 und Typ 2, unterscheiden sich
nach dem PK-Verdau in ihren gelelektrophoretischen Bandenmustern (Parchi, Castel-
lani u. a. 1996).

Beim Western Blot werden die Proteine zuerst mittels Gelelektrophorese nach ihrer
Groke aufgetrennt, dann auf eine Membran geblottet (transferiert) und dort anschlie-
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flend detektiert und visualisiert. Die Gelelektrophorese fiir Proteine folgt demselben
Prinzip wie die fiir DNA (vgl. Unterabschnitt 3.2). Zur Analyse von Proteingemischen
kann Polyacrylamid als Gelbildner verwendet werden. Aufserdem kann dem Gel die
negativ geladene Substanz SDS zugesetzt werden zur Solubilisierung (Erhohung der
Loslichkeit) und Denaturierung sowie zur Einfiihrung einer negativen Gesamtladung
der Proteine. Nach der gelelektrophoretischen Trennung werden die Proteine durch
Anlegen einer elektrischen Spannung horizontal auf eine Trigermembran geblottet,
wo sie stirker als im Gel fixiert sind. Nach der Fixierung auf der Membran kénnen die
Proteine mittels eines antikorperbasierten Nachweisverfahrens, nach demselben Prinzip
wie beim ELISA (vgl. Unterabschnitt 3.4), detektiert werden (Burnette 1981; Jansohn
2012).

Der Nachweis des PrP> und dessen Unterscheidung in Typ 1 und Typ 2 wurden
mittels PK-Verdau und Western Blot nach Parchi, Castellani u.a. 1996 erbracht. Zu-
erst wurde post mortem entnommenes Gehirngewebe in Lysepuffer lysiert, um die
Zellen aufzuschlieRen. Danach wurde ein PK-Verdau durchgefiihrt, um PrP®¢ und an-
dere Proteine zu verdauen und zwischen PrP%¢-Typ 1 und -Typ 2 zu unterscheiden.
Nachfolgend wurden die Proteine auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel gelelektrophore-
tisch aufgetrennt. Dann wurden diese vom Gel horizontal auf eine Tragermembran
geblottet. Anschliefend wurde das verbliebene PrP>¢ mit dem Primirantikorper 3F4
detektiert und anhand des spezifischen Bandenmusters einem der beiden PrP5¢-Typen
zugeordnet.

3.4. Bestimmung von Proteinkonzentrationen mittels ELISA

Der ELISA ist ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren, bei dem die Eigenschaft von
Antikorpern genutzt wird, spezifisch an nachzuweisende Stoffe (auch Antigene) zu bin-
den (Engvall u.a. 1971; Weemen u. a. 1971). Dazu werden zwei Antikorper verwendet.
Der Priméarantikorper bindet spezifisch an das gesuchte Protein. Der Sekundarantikor-
per bindet spezifisch an den Primérantikérper und ist mit einem Enzym verbunden.
Hat sich ein Komplex aus Primérantikérper, Protein und Sekundarantikorper gebildet,
kann das Enzym ein Substrat umsetzen und das entstehende Reaktionsprodukt kann
durch eine kolorimetrische Reaktion nachgewiesen werden (Janeway 2002).

Zur Bestimmung der PrP-Konzentration im Liquor wurde das kommerziell erhaltli-
che Testsystem BetaPrion BSE EIA Test-Kit nach Schmitz, Liillmann u.a. 2014 und
den Anweisungen des Herstellers AJ Roboscreen verwendet (AJ Roboscreen GmbH
2014). Der PK-Verdau wurde nicht durchgefiihrt und die Liquorproben wurden un-
verdiinnt eingesetzt. Die kolorimetrische Reaktion wurde mit einem ELISA-Platten-
Lesegerit (Perkin-Elmer) bei A = 450 nm gemessen.

Zur Bestimmung der 14-3-3-Protein-Konzentration im Liquor wurde das kommerziell
erhéltliche Testsystem CircuLex 14-3-3 Gamma ELISA Kit nach den Anweisungen des
Herstellers MBL International verwendet (MBL International 2015). Die Liquorproben
wurden 1:5 in Probenpuffer verdiinnt. Alle Arbeits- und Inkubationsschritte fanden bei
¢ 25 °C statt. Die kolorimetrische Reaktion wurde mit einem ELISA-Platten-Lesegerit
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(Perkin-Elmer) bei A = 450 nm gemessen. Die 14-3-3-Protein-Konzentration wurde in
AU /ml gemessen, wobei 1 AU ~ 1 pg entsprach.

Zur Bestimmung der Tau-Protein-Konzentration im Liquor wurde das kommerzi-
ell erhéltliche Testsystem INNOTEST hTAu Ag nach den Anweisungen des Herstellers
Innogenetics verwendet (Innogenetics 2010). Die Liquorproben wurden 1:1 mit Proben-
puffer verdiinnt. Alle Arbeits- und Inkubationsschritte fanden bei ¢ 25 °C statt. Die
kolorimetrische Reaktion wurde mit einem ELISA-Platten-Lesegerit (Perkin-Elmer)
bei A = 450 nm gemessen.

3.5. Bestimmung der PrP-Aggregation mittels RT-QulC

Die Versuchsdurchfiihrung zur Analyse von Proben mittels RT-QulC beinhaltet 11 Ar-
beitsschritte. Die Aufbereitung der Proben (vgl. Unterunterabschnitt 3.1.2) sowie die
Herstellung des Basismix und der Th-T-Lésung konnen unabhingig von den weite-
ren Schritten durchgefiihrt werden, da sie die Moglichkeit beinhalten die hergestellten
Produkte zeitweilig zu lagern (Schritt 1 — 3). Die Aufbereitung des recPrP® und die
Herstellung des finalen Mix miissen am Tag des Experiments durchgefiihrt werden
zum Entfernen von recPrP®-Aggregaten und zum Vermeiden der Entstehung neuer
recPrPC-Aggregate vor dem Start des Experiments (Schritt 4 und 5). Hierzu diirfen
weder das rcPrP® noch der dies enthaltende finale Mix zum Mischen gevortext werden.
Hierauf folgen die Einrichtung des FLUOstar® Optima, die Vereinigung von finalem
Mix und Probe auf der Mikrotiterplatte, das Verschliefen der Mikrotiterplatte mit
einer Klebefolie, deren Einlegen in den FLUOstar® Optima und der Start des Experi-
ments (Schritt 6 — 10). Die Dauer jedes einzelnen Experiments betrug in dieser Arbeit
mindestens 80 Std. Die Datenerhebung erfolgte mittels des Programms Optima Data
Analysis von BMG LABTECH, Hersteller des FLUOstar® Optima (Schritt 11). Zur
Auswertung der Ergebnisse wurden quantifizierende statistische Variablen herangezo-
gen, die in Unterunterabschnitt 3.6.5 beschrieben werden. Bild 3 auf S. 23 zeigt die
Versuchsdurchfithrung zur Analyse von Proben mittels RT-QulC schematisch.

Es wurde ein Basismix hergestellt, bestehend aus ddH,O, 5x PBS pH 6,9-Puffer,
NaCl (5 M, SAFC Biosciences) und EDTA (0,5 M, Fluka Analytical). Die Herstellung
des 5x PBS pH 6,9-Puffers erfolgte bei RT. Dazu wurden 0,67 g Natriumdihydrogen-
phosphat (Sigma-Aldrich), 0,35 g Dinatriumhydrogenphosphat (Sigma-Aldrich) und
1,90 g Natriumchlorid (Roth) ad 48 ml mit ddH,O aufgefiillt und durch Vortexen fiir
30 Sek auf Stufe 10 gelost. Dann wurde der pH-Wert mit 50 % (w/v) Natriumhydroxid-
Losung (Roth) auf 6,9 eingestellt und die Losung ad 50 ml mit ddH,O aufgefiillt. Nach-
folgend wurde die Losung steril filtriert und fiir maximal 3 Monate bei —20 °C gelagert.
Vor der weiteren Verwendung wurde der 5x PBS pH 6,9-Puffer bei RT aufgetaut und
fiir 30 Sek auf Stufe 10 gevortext, um alle Stoffe wieder vollstdndig in Losung zu brin-
gen. Die Herstellung des Basismix erfolgte bei RT und dessen Zusammensetzung ist
fiir eine Reaktion in Tabelle 6 auf S. 24 aufgefiihrt. Der Basismix wurde steril filtriert
und fiir maximal 3 Monate bei —20 °C gelagert. Vor der weiteren Verwendung wurde
der Basismix bei RT aufgetaut und fiir 30 Sek auf Stufe 10 gevortext, um alle Stoffe
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Bild 3: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung mittels RT-QulC

Die Analyse von Proben mittels RT-QulC beinhaltet 11 Arbeitsschritte. Die Aufbereitung
der Proben sowie die Herstellung des Basismix und der Th-T-Lésung kénnen unabhéngig von
den weiteren Schritten durchgefiihrt werden (Schritt 1 — 3). Die Aufbereitung des recPrP®
und die Herstellung des finalen Mix miissen am Tag des Experiments durchgefiihrt werden
(Schritt 4 und 5). Hierauf folgen die Einrichtung des FLUOstar® Optima, die Vereinigung von
finalem Mix und Probe auf der Platte, das Verschliefsen der Platte mit einer Klebefolie, deren
Einlegen in den FLUOstar® Optima und der Start des Experiments (Schritt 6 — 10). Die
Datenerhebung erfolgte mittels des Programms Optima Data Analysis von BMG LABTECH,
Hersteller des FLUOstar® Optima (Schritt 11).
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wieder vollstandig in Losung zu bringen.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Basismix fiir die RT-QulC

Volumen
Stoft pro Reaktion
ddH,O 33,4 pul
5x PBS pH 6,9-Puffer 20,0 nl
NaCl (5 M) 3,4 pl
EDTA (0,5 M) 0,2 pl
Gesamt 57,0 ul

Th-T fluoresziert bei Bindung an Amyloidfibrillen (Naiki u.a. 1989, Khurana u. a.
2005). Die Herstellung der 1 mM Th-T-Losung erfolgte bei RT. Dazu wurden 0,0036 g
Th-T (Sigma) ad 10 ml mit ddH,O aufgefiillt und durch Vortexen fiir 30 Sek auf Stufe
10 gel6st. Dann wurde die Losung steril filtriert und fiir maximal 3 Monate dunkel bei
RT gelagert. Vor der weiteren Verwendung wurde die Th-T-Losung bei RT aufgetaut
und fiir 30 Sek auf Stufe 10 gevortext, um das Th-T wieder vollstandig in Losung zu
bringen.

Als Substrat wurde recPrP¢ der Firma Prionics/ Thermo Fisher Scientific verwendet,
welche die Herstellung nach Wilham u.a. 2010 iibernahm. Das recPrP¢ besteht aus
den Aminosduren 14 — 28 des syrischen Hamsters, gefolgt von den Aminoséuren 141
— 234 des Ry54 Q171 polymorphen Schafs. Dieses wurde bei —80 °C gelagert und vor
der Verwendung fiir 1 — 2 Std bei +4 °C aufgetaut. Nach dem Auftauen wurden je
500 ul des recPrP€ auf 100 kDa-Filter (Pall) pipettiert und die Filter fiir 5 Min bei
1.310 x g und RT zentrifugiert. Danach wurde das Filtrat unmittelbar zur Herstellung
des finalen Reaktionsmix weiter verwendet. Die Filtration dient der Entfernung von
recPrPY-Aggregaten, die in der RT-QulIC zu falsch-positiven Testergebnissen fiihren
kénnen. Durch die Filtration geht recPrP® verloren, sodass die Konzentration von
urspriinglich 0,6 mg/ml auf 0,37 mg/ml im Filtrat sinkt.

Der finale Mix wurde fiir jeden Versuch frisch hergestellt, bestehend aus Basismix,
recPrP¢ als Substrat und Th-T als Fluoreszenzfarbstoff. Um die Gefahr der PrP-Aggre-
gation wiahrend der Herstellung des finalen Reaktionsmix zu verringern, wurde dieser
zum Mischen nicht gevortext, sondern durch 10X invertieren gemischt. Die Herstellung
des finalen Mix erfolgte bei RT und dessen Zusammensetzung ist fiir eine Reaktion in
Tabelle 7 auf S. 25 aufgefiihrt.

Pro Reaktion wurden 15 pl Probe mit 85 pl finalem Mix in eine schwarze 96-Well-
Mikrotiterplatte mit transparentem Deckglasboden (Fisher-Scientific) pipettiert. Die
Konzentrationen der Stoffe in diesem RT-QulC-Mix sind in Tabelle 8 auf S. 25 auf-
gefithrt, berechnet auf ein Gesamtvolumen von 100 ul. Anschliefsend wurde die Platte
mit einer Klebefolie (Nunc) verschlossen und in ein Mikrotiterplattenlesegerit einge-
legt, einen FLUOstar® Optima (BMG LABTECH). Darin wurde diese fiir mehrere
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Tabelle 7: Zusammensetzung des finalen Mix fiir die RT-QulIC

Volumen
Stoff pro Reaktion
Basismix 57,0 nl
recPrP¢ (0,37 mg/ml) 27,0 nl
Th-T (1 mM) 1,0 ul
Gesamt 85,0 pl

Stunden bei 42 °C wiederholt automatisch abwechselnd fiir 1 Min inkubiert und fiir
1 Min bei 600 Min. ‘horizontal, doppelt-orbital vibriert. Die Fluoreszenz des Th-T
wurde regelméafig durch den transparenten Mikrotiterplattenboden gemessen, mit der
Exitation bei A = 450 nm und der Emission bei A = 480 nm. Abweichungen von diesen
Angaben sind im entsprechenden Abschnitt beschrieben.

Tabelle 8: Stoffkonzentrationen im RT-QulC-Mix

Stoff Konzentration
NaCl (5 M) 170 mM
5xPBS (pH 6,9) 1x
EDTA (0,5 M) 1 mM
Th-T (1 mM) 10 pM
recPrP¢ (0,37 mg/ml) 0,1 mg/ml

3.6. Statistische Auswertung der RT-QulC-Ergebnisse

Es wurden der Grenzwert (vgl. Unterunterabschnitt 3.6.1), die Validitit (vgl. Unter-
unterabschnitt 3.6.2) und die Reproduzierbarkeit (vgl. Unterunterabschnitt 3.6.3) der
RT-QulIC bestimmt. Aukerdem wurden die RT-QulC-Ergebnisse der experimentellen
Gruppen iiber die Positivitéitsraten (vgl. Unterunterabschnitt 3.6.4) und die Fluores-
zenzsignale (vgl. Unterunterabschnitt 3.6.5) der Proben miteinander verglichen.

3.6.1. Bestimmung des Grenzwerts

Physikalische Messungen fiihren meist nicht zu Testergebnissen, deren Merkmale alter-
nativ ausgeprigt sind, wie: ,,positiv‘ und ,negativ®, sondern zu solchen, deren Merkmale
stetig ausgepragt sind. Um im diagnostischen Test eine positive von einer negativen
Probe zu unterscheiden, wird daher ein Grenzwert festgelegt. Dieser Grenzwert trennt
den pathologischen (positiven) vom physiologischen (negativen) Bereich. Jedem Grenz-
wert werden eine Sensitivitit und eine Spezifitit zugeordnet. Wird fiir jeden Grenzwert
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der Anteil falsch-positiver Proben (1 minus Spezifitéit) gegen den Anteil richtig-positiver
Proben (Sensitivitit) in ein Koordinatensystem eingetragen und werden die Punkte li-
near miteinander verbunden, dann entsteht eine Grenzwertoptimierungskurve. Mittels
dieser kann der optimale Grenzwert zur Unterscheidung zwischen positiver und nega-
tiver Probe bestimmt werden (Weift 2013).

3.6.2. Bestimmung der Validitat

Die Validitat ist die Fahigkeit eines diagnostischen Tests, zwischen positiven und ne-
gativen Proben zu unterscheiden. Diese wird durch die Sensitivitdt und die Spezifitit
bestimmt. Die Sensitivitdt ist die bedingte Wahrscheinlichkeit P (7| K), mit der ein
Test eine Probe richtig als positiv erkennt. Dabei steht T, fiir den Anteil richtig-positiv
erkannter Proben und K fiir den Anteil positiv erkannter Proben. Die Spezifitdt ist die
bedingte Wahrscheinlichkeit P (T,\ ?), mit der ein Test eine Probe richtig als negativ

erkennt. Dabei steht 7" fiir den Anteil richtig-negativ erkannter Proben und K fiir den
Anteil negativ erkannter Proben. Die Sensitivitdt und die Spezifitdt werden durch die
Vorhersagewerte — die Wahrscheinlichkeiten, dass das Testergebnis den richtigen Status
der Probe anzeigt — ergidnzt. Unter dem positiven Vorhersagewert wird die bedingte
Wabhrscheinlichkeit P (K| T ) verstanden. Unter dem negativen Vorhersagewert wird

die bedingte Wahrscheinlichkeit P (F |T_> verstanden (Weifl 2013).

3.6.3. Bestimmung der Reproduzierbarkeit

Die Reliabilitat ist ein Maf fiir die Reproduzierbarkeit von Testergebnissen unter dhn-
lichen Bedingungen. Der x-Koeffizient nach Cohen wird verwendet, um den Grad der
Ubereinstimmungen zwischen zwei Untersuchern — die interindividuelle Variabilitit —
zu messen. Diese Zahl quantifiziert, inwieweit die Testergebnisse vom Untersucher ab-
hangen und stellt somit ein Maf fiir die Objektivitat eines Tests dar. Der x-Koeffizient
nach Cohen ist definiert als k = B ;F Dabei steht p, fiir den Anteil der iibereinstim-
menden Urteile, die beobachtet Wurden und p, fiir die Anteile, die rein zuféllig erwartet
wiirden. k < 0,20 zeigt eine schwache, k = 0,21 — 0,40 eine leichte, k = 0,41 — 0,60 eine
mittelméfige, £ = 0,61 — 0,80 eine gute und s > 0,80 eine sehr gute Ubereinstimmung
zwischen den Untersuchern (Altman 1991, Weifs 2013).

3.6.4. Bestimmung der Positivitdtsrate

Ein Fluoreszenzsignal wurde entweder als positiv bewertet, wenn das Signal den Grenz-
wert mindestens erreichte, oder als negativ, wenn es unterhalb des Grenzwerts blieb.
Die Positivititsrate wurde definiert als der Anteil der positiven Replikate an der Ge-
samtmenge der Replikate einer Probe. Wenn > 50 % der Replikate einer Probe positiv
waren, dann wurde die Probe als positiv bewertet, und wenn > 50 % der Replikate ei-
ner Probe negativ waren, dann wurde die Probe als negativ bewertet. Die statistischen
Auswertungen erfolgten wie jeweils anwendbar mittels T-Test oder Varianzanalyse fiir
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normal verteilte oder nicht normal verteilte Daten sowie fiir gepaarte oder nicht ge-
paarte Daten, gefolgt von den jeweiligen Post-hoc-Tests. Fiir jede vergleichende Analyse
wurde der p-Wert ermittelt. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem signifikant, < 0,01
als sehr signifikant, < 0,05 als signifikant und > 0,05 als nicht signifikant bewertet. Die
Bilder zeigen p < 0,001 mittels drei Sternen (***), p < 0,01 mittels zwei Sternen (**),
p < 0,05 mittels eines Sterns (*) und und p > 0,05 nicht.

3.6.5. Charakterisierung des Fluoreszenzsignals

In der RT-QulC beginnt das Fluoreszenzsignal einer PrP5¢-positiven Probe auf dem-
selben Niveau wie das einer PrP%-negativen Probe. Nach einer Phase des konstanten
Niveaus steigt es exponentiell bis zu einem Signalmaximum an (exponentielles Wachs-
tum) und verweilt auf diesem Niveau bis zum Ende des Versuchs (Plateau-Phase).
Demgegeniiber bleiben die Fluoreszenzsignale von PrP%-negativen Proben auf einem
konstanten Niveau. Das Fluoreszenzsignal wurde in dieser Arbeit mittels Quantifi-
zierung dreier Variablen, die Fliche unter der Kurve, das Signalmaximum und die
Lag-Phase — die Zeit, bis das Fluoreszenzsignal den Grenzwert erreichte — charakteri-
siert. Bild 4 auf S. 28 zeigt diese Variablen am Beispiel eines PrP%-positiven Signals
schematisch.

In Abschnitt 4 sind die Fluoreszenzsignale grafisch als Verlauf iiber die Zeit darge-
stellt. Wahrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min gemessen. Nachfolgend
wurde zu jedem Messpunkt der Mittelwert aller Messungen jeder Probe ermittelt und
daraus der Mittelwert jeder experimentellen Gruppe bestimmt. Dann wurden diese
Werte mittels linearer Interpolation verbunden und als Verlauf iiber die Zeit darge-
stellt. Diese Darstellung zeigt aggregierte Daten, denen keine individuellen Informa-
tionen iiber die Flache unter der Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase ent-
nommen werden kénnen. Die statistischen Auswertungen erfolgten nach Priifung auf
Normalverteilung wie jeweils anwendbar mittels T-Test oder Varianzanalyse fiir nor-
mal verteilte oder nicht normal verteilte Daten sowie fiir gepaarte oder nicht gepaarte
Daten, gefolgt von den jeweiligen Post-hoc-Tests. Fiir jede vergleichende Analyse wur-
de der p-Wert ermittelt. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem signifikant (***), <
0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und > 0,05 als nicht signifikant
bewertet.
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Bild 4: Schematische Darstellung des RT-QulC-Fluoreszenzsignals

In der RT-QulC beginnt das Fluoreszenzsignal einer PrPS¢-positiven Probe auf demselben
Niveau wie das einer PrPS¢-negativen Probe. Nach einer Phase des konstanten Niveaus steigt
es exponentiell bis zu einem Signalmaximum (max rfu) an und verweilt auf diesem Niveau bis
zum Ende des Versuchs. Demgegeniiber bleiben die Fluoreszenzsignale von PrP>¢-negativen
Proben auf einem konstanten Niveau. Das Fluoreszenzsignal wurde in dieser Arbeit mittels
Quantifizierung dreier Variablen, die Fliche unter der Kurve (AUC), das Signalmaximum und
die Lag-Phase (t;4¢) — der Zeit, bis das Fluoreszenzsignal den Grenzwert (10* rfu) erreichte
— charakterisiert.
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4. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RT-QulC in der Arbeitsgruppe etabliert und
methodisch optimiert. Basierend auf den im Folgenden gezeigten Ergebnissen wird
sie seitdem in der Arbeitsgruppe in der Forschung, der humanen Diagnostik und zur
Suche von Wirkstoffen gegen Prionkrankheiten genutzt. Wesentliche Teile dieser Arbeit
wurden bereits oder werden verdffentlicht in:

e Cramm, Maria'; Schmitz, Matthias'; Karch, André; Zafar, Saima; Varges, Da-
niela; Mitrova, Eva; Schroeder, Bjoern; Raeber, Alex; Kuhn, Franziska; Zerr,
Inga (2015). Characteristic CSE prion seeding efficiency in humans with prion
diseases. In: Molecular Neurobiology 51.1, S. 396 — 405. ISSN: 1559-1182. DOL:
10.1007/s12035-014-8709-6.

e Cramm, Maria'; Schmitz, Matthias'; Karch, André; Mitrova, Eva; Kuhn, Fran-
ziska; Schroeder, Bjoern; Raeber, Alex; Varges, Daniela; Kim, Yong-Sun; Satoh,
Katsuya; Collins, Steven; Zerr, Inga (2015). Stability and Reproducibility Unders-
core Utility of RT-QulC for Diagnosis of Creutzfeldt-Jakob Disease. In: Molecular
Neurobiology. ISSN: 1559-1182. DOI: 10.1007/s12035-015-9133-2.

e Schmitz, Matthias'; Cramm, Maria'; Llorens, Franc; Miiller, Dominik, Zafar,
Saima; Schulz-Schaeffer, Walter J.; Varges, Daniela; Zerr, Inga (2015). Applicati-
on of RT-QulC as a novel screening assay revealed that doxycycline prevents the
i wvitro amplification of PrPScrapie. Manuskript wird zurzeit begutachtet von
Scientifc Reports.

4.1. Methodische Optimierung der RT-QulC

Zur Anwendung der RT-QulC in der Forschung und der humanen Diagnostik bedarf es
einer umfassenden Validierung und Standardisierung der Methode. Bisher mangelte es
an Studien, welche die laboriibergreifende Reproduzierbarkeit sowie den Einfluss von
Lagerung, Verwendung und Kontamination humaner Liquorproben auf das RT-QulC-
Ergebnis untersuchen. Um diese Liicke zu schliefen, wurden in dieser Arbeit sowohl
der bestmogliche Grenzwert und die Validitit als auch die Reproduzierbarkeit und die
Stabilitit des Testverfahrens bestimmt.

Die Sensitivitit der RT-QulC betrug fiir alle getesteten Prionkrankheiten gemittelt
85,5 % und die Spezifitit 99,5 %. Die Reproduzierbarkeit zwischen den internatio-
nalen Referenzlaboren war gut bis exzellent. Die Lagerung und die Verwendung der
Liquorproben beeinflussten die RT-QulC-Ergebnisse nicht. Die Kontamination der Li-
quorproben mit Blut fiihrte zu falsch-negativen Testergebnissen.

!Maria Cramm und Matthias Schmitz haben gleichermafen zu dieser Versffentlichung beigetragen.
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4.1.1. Bestimmung des Grenzwerts

Um den bestmoglichen Grenzwert der RT-QulC zu bestimmen, wurde ein Trainingspro-
bensatz aus 37 zufillig ausgewdhlten Liquorproben analysiert. Dieser Trainingsproben-
satz bestand aus 28 sCJD und neun retrospektiven Kontrollen. Die RT-QuIC wurde wie
in Unterabschnitt 3.5 durchgefiihrt. Mittels einer Grenzwertoptimierungskurve wurden
10.000 rfu als optimaler Grenzwert zur Unterscheidung zwischen PrPS-positiver und
PrP>-negativer Probe ermittelt. Folgend wurde ein Fluoreszenzsignal entweder als po-
sitiv bewertet, wenn es 10.000 rfu mindestens erreichte (> 10.000 rfu), oder als negativ,
wenn es unterhalb von 10.000 rfu blieb (< 10.000 rfu). Die Signalmaxima der Kontrollen
blieben unter dem Grenzwert. Bild 5 auf S. 30 zeigt die Grenzwertoptimierungskurve
und Bild 6 auf S. 31 zeigt die Signalmaxima der sCJD und Kontrollen aus dem Trai-
ningsprobensatz.
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Bild 5: Grenzwertoptimierungskurve der RT-QulC

Der bestmogliche Grenzwert der RT-QulC liegt bei 10.000 rfu. Zur Erstellung der Kurve
wurden die RT-QulC-Ergebnisse eines Trainingsprobensatzes aus Liquorproben von 28 sCJD
und neun retrospektiven Kontrollen verwendet.

4.1.2. Bestimmung der Validitit

Um die Validitat der RT-QulC zu bestimmen, wurden 110 Liquorproben von Patienten
mit Prionkrankheiten analysiert. Diese Gruppe bestand aus 64 sCJD-, 39 gCJD- und
sieben FFI-Liquorproben. Von den 39 gCJD-Liquorproben stammten 33 von Patienten
mit gCJD E200K- und sechs von Patienten mit gCJD V210I-Mutation, auf dem Prnp.
Aufserdem wurden 400 Liquorproben von zwei Kontrollgruppen analysiert, bestehend
aus 200 retrospektiven und 200 prospektiven Kontrollen. Tabelle 9 auf S. 31 fiihrt
die Liquorproben der Prionkrankheiten und der retrospektiven Kontrollen mit Anzahl,
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Bild 6: Signalmaxima von Liquorproben in der RT-QulIC

Signalmaxima der 28 sCJD und neun Kontrollen aus dem Trainingsprobensatz, grafisch dar-
gestellt als Boxplot-Diagramme. Die Signalmaxima der Kontrollen blieben unter dem Grenz-
wert von 10.000 rfu. Zur statistischen Auswertung wurden die Daten der Gruppen auf Nor-
malverteilung gepriift und mittels T-Test verglichen. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem
signifikant (***) < 0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und > 0,05 als
nicht signifikant bewertet.

Geschlecht und Alter auf. Die RT-QulC wurde wie in Unterabschnitt 3.5 iiber eine
Versuchsdauer von 80 Std durchgefiihrt. Dann wurden die Sensitivitéit, die Spezifitét
sowie der positive und der negative Vorhersagewert der RT-QulC nach Unterunterab-
schnitt 3.6.2 ermittelt.

Tabelle 9: Daten der Liquorproben nach Gruppenzugehorigkeit
Geschlecht Alter / Jahre

Gruppe Anzahl

Q d Median (Qas — Q75)
sCJD 64 28 36 65,2 (56,9 — 73,4)
gCJD E200K 33 20 13 59,9 (54,0 — 68,0)
gCJD V2101 6 3 3 56,8 (56,0 — 66,0)
FFI 7 1 6 58,0 (56,5 — 62,2)
retrospektive Kontrolle 200 92 108 66,0 (57,0 — 75,0)

Die Sensitivitit betrug fiir alle getesteten Prionkrankheiten 85,5 %, fiir gCJD 100,0 %,
fiir sCJD 79,9 % und fiir FFI 57,1 %. Die Spezifitat betrug 99,5 %. Der positive Vor-
hersagewert betrug 61 % und der negative Vorhersagewert 99,7 %. Der Test ergab bei
zwei von 400 Kontrollen ein falsch-positives Ergebnis. Tabelle 10 auf S. 32 fiihrt die
Sensitivitaten und Tabelle 11 auf S. 32 die Testergebnisse geordnet nach Gruppenzu-
gehorigkeit auf.
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Tabelle 10: Sensitivitdten der RT-QulC nach Gruppenzugehorigkeit
gCJD

E200K V2101
Sensitivitdt 85,5 % 100,0 % 100,0% 79,7% 57,1 %

Gruppe Prion sCJD FFI

Tabelle 11: Testergebnisse der RT-QulC nach Gruppenzugehérigkeit

Testergebnis Prion gCJD sCJD FFI Kontrollen
E200K V2101
positiv 94 33 6 51 4 2
negativ 16 0 0 13 3 398

4.1.3. Bestimmung der Reproduzierbarkeit

Um den FEinfluss verschiedener Experimentatoren auf das RT-QulC-Ergebnis zu be-
stimmen, wurden zwei Ring-Versuche durchgefiihrt. An Ringversuch 1 nahmen die
Labore von zwei Institutionen teil, das NRZ fiir TSE der UMG in Deutschland und
die Firma Thermo Fisher Scientific Prionics AG in der Schweiz. In diesem Ringversuch
wurden Liquorproben von 54 sCJD und 32 retrospektiven Kontrollen mittels RT-QulC
analysiert. Bild 7 auf S. 32 zeigt Ringversuch 1 schematisch. An Ringversuch 2 nahmen

T 11 Universitatsmedizin Géttingen
\/ Deutschland
[ ; interindividuelle
¢ I Variabilitat
/\ Thermo Fisher Scientific
([T 1/ Prionics AG

Bild 7: Schematische Darstellung von Ringversuch 1

In Ringversuch 1 wurden Liquorproben von 54 sCJD und 32 retrospektiven Kontrollen mit-
tels RT-QulIC analysiert (Kreis auf der linken Seite). Jede Liquorprobe wurde grundsétzlich
in Triplikaten und fiir die Diagnose verblindet analysiert. An Ringversuch 1 nahmen die
Labore von zwei Institutionen teil (Aufzihlung in der Mitte). Dann wurde das Ausmaf der
Ubereinstimmungen der Ergebnisse zwischen den Experimentatoren, die interindividuelle Va-
riabilitdt, ermittelt (Rechteck auf der rechten Seite).

die Labore von 4 Institutionen teil: das NRZ fiir TSE der UMG in Deutschland, das TIl-
song Institut fiir Lebenswissenschaften der Hallym Universitit in Korea, die Abteilung
fiir Molekulare Mikrobiologie und Immunologie der Nagasaki Universitdt in Japan und
die Abteilung fiir Pathologie der Universitit von Melbourne in Australien. In diesem
Ringversuch wurden Liquorproben von einer sCJD und fiinf retrospektiven Kontrollen
mittels RT-QulC analysiert. Bild 8 auf S. 33 zeigt Ringversuch 2 schematisch. Jede
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Bild 8: Schematische Darstellung von Ringversuch 2

In Ringversuch 2 wurden Liquorproben von einer sCJD und fiinf retrospektiven Kontrollen
mittels RT-QulIC analysiert (Kreis auf der linken Seite). Jede Liquorprobe wurde grundsétz-
lich in Triplikaten und fiir die Diagnose verblindet analysiert. An Ringversuch 2 nahmen
die Labore von vier Institutionen teil (Aufzihlung in der Mitte) Dann wurde das Ausmaft
der Ubereinstimmungen der Ergebnisse zwischen den Experimentatoren, die interindividuelle
Variabilitét, ermittelt (Rechteck auf der rechten Seite).

Liquorprobe wurde grundsétzlich in Triplikaten und fiir die Diagnose verblindet ana-
lysiert. Die RT-QulC wurde nach Unterabschnitt 3.5 durchgefiihrt. Dann wurde das
AusmaR der Ubereinstimmungen der Ergebnisse zwischen den Experimentatoren, die
interindividuelle Variabilitit, nach Unterunterabschnitt 3.6.3 ermittelt.

Fiir Ringversuch 1 betrug x = 0,75. Fiir Ringversuch 2 betrug x = 0,83. Tabelle 12
auf S. 33 fiihrt die beiden Ringversuche mit der Anzahl der Teilnehmer und Proben
sowie der interindividuellen Variabilitat auf.

Tabelle 12: Ergebnisse der Ringversuche

Interindividuelle Variabilitat
r-Koeffizient 95 % CI

Ringversuch 1 2 84 0,75 0,40 — 1,00
Ringversuch 2 4 6 0,83 0,40 — 1,00

Ringversuch Teilnehmer Proben

4.1.4. Bestimmung der Stabilitat

Zwischen der Probenentnahme beim Patienten und der proteinbiochemischen Untersu-
chung im Labor konnen kurze Zeiten der Lagerung der Probe bei verschiedenen Tempe-
raturen liegen, bspw. durch die Transportbedingungen. Bei Verwendung der Probe zu
Forschungszwecken kann eine Probe mehrmals aufgetaut und wieder eingefroren oder
iiber viele Jahre bei —80 °C gelagert werden. Bei der Abnahme des Liquors mittels
Lumbalpunktion kann die Probe durch Blut des Patienten kontaminiert werden. Die
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Faktoren Lagerung, Verwendung und Kontamination einer Probe kénnen das Ergebnis
eines proteinbiochemischen Tests beeinflussen. Bisher mangelte es an Studien, welche
den Einfluss dieser Faktoren auf die Analyse humaner Liquorproben mittels RT-QulC
untersuchen. Um diese Liicke zu schliefen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss dieser
Faktoren auf die Positivitdtsraten und die Fluoreszenzsignale von Liquorproben in der
RT-QulIC untersucht.

Die Kurzzeitlagerungen bei RT (¢ 22 °C) und +4 °C fiir jeweils bis zu acht Tage,
die Langzeitlagerung bei —80 °C fiir bis zu neun Jahre sowie das bis zu 16 x Einfrieren
und Auftauen (Verwendung) der Liquorproben hatten keinen Einfluss auf die Positivi-
tatsraten und Fluoreszenzsignale. Die Kontamination mit hamolysiertem Blut fiihrte
ab > 1.250 Ery/pl und die Inkubation mit frischem Blut (5.000 Ery/ul) ab drei Tagen
Inkubationsdauer zu falsch-negativen Testergebnissen. Um den Einfluss der Lagerung
und der Verwendung auf die Positivitdtsraten und die Fluoreszenzsignale zu bestim-
men, wurden Liquorproben mit Stufen dieser Faktoren vorbehandelt. Zur Bestimmung
des Einflusses der Kurzzeitlagerung bei RT (¢ 22 °C) wurde von 12 sCJD und sechs
retrospektiven Kontrollen je ein Aliquot fiir null, einen, drei oder acht Tage bei RT
(0 22 °C) gelagert. Um den Einfluss der Kurzzeitlagerung bei +4 °C zu bestimmen,
wurde von 12 sCJD und sechs retrospektiven Kontrollen je ein Aliquot fiir null, einen,
drei oder acht Tage bei +4 °C gelagert. Zur Bestimmung des Einflusses der Langzeitla-
gerung bei —80 °C wurden je 12 sCJD und sechs retrospektive Kontrollen verwendet,
die fiir zwei bis drei, fiinf bis sechs oder acht bis neun Jahre bei —80 °C gelagert haben.
Um den Einfluss der Verwendung zu bestimmen, wurde von 12 sCJD und sechs retro-
spektiven Kontrollen je ein Aliquot 0x, 2x, 4x, 8x oder 16x Einfrier-/Auftauzyklen
unterzogen. Dabei bestand ein Zyklus aus mindestens 2 Std Lagerung bei —80 °C,
gefolgt von mindestens 2 Std Lagerung bei RT (¢ 22 °C). Nachfolgend wurden die vor-
behandelten Aliquots mittels RT-QulC wie in Unterabschnitt 3.5 in Triplikaten und
iiber eine Versuchsdauer von 80 Std analysiert. Dann wurden die Positivitdtsraten wie
in Unterunterabschnitt 3.6.4 bestimmt und die Fluoreszenzsignale nach Unterunterab-
schnitt 3.6.5 charakterisiert.

Bild 9 auf S. 35 zeigt die Positivitatsraten der sCJD-Liquorproben bei Lagerung
und die bei Verwendung, simuliert durch wiederholte Einfrier-/Auftauzyklen. Beide
Faktoren hatten unter den getesteten Bedingungen keinen Einfluss auf die Positivitéts-
raten (p > 0,05, vgl. Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 40 in Anhang B). Bild 10
auf S. 36 zeigt die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben bei Lagerung und Ver-
wendung. Deren jeweiligen Flichen unter der Kurve, Signalmaxima und Lag-Phasen
dnderten sich mit zunehmender Faktorstufe nicht (p > 0,05; vgl. Tabelle 42, Tabelle 43,
Tabelle 44, Tabelle 45, Tabelle 46 und Tabelle 47 in Anhang B). Die retrospektiven
Kontrollen waren negativ (vgl. Tabelle 53 und Tabelle 54 in Anhang B).

Um den FEinfluss der Kontamination durch Blut auf die Positivitdtsraten und die
Fluoreszenzsignale zu bestimmen, wurden Liquorproben mit Stufen dieses Faktors vor-
behandelt. Dazu wurden Liquorproben mit Blut von retrospektiven Kontrollen kon-
taminiert. Direkt nach der Entnahme des Blutes in Blutabnahmerthren wurden die
Erythrozytenkonzentrationen der Blutproben gemessen und diese dann entweder frisch
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Bild 9: Einfluss von Lagerung und Verwendung auf die Positivitdtsraten

Sowohl die Lagerung der Proben als auch die Verwendung, simuliert durch mehrere Einfrier-
/Auftauzyklen, der sCID-Liquorproben hatten unter den getesteten Bedingungen keinen Ein-
fluss auf deren Positivititsraten in der RT-QuIC (p > 0,05). Bild 9 (a) und (b) zeigen die
sCJD-Positivitdtsraten bei Kurzzeitlagerung, Bild 9 (c) die bei Verwendung und Bild 9 (d)
die bei Langzeitlagerung, fiir jeweils n = 12 Proben.

Die Positivitdtsraten sind grafisch dargestellt als S&ulendiagramme mit Mittelwert £ Stan-
dardfehler. Zur statistischen Auswertung wurden die Daten der Gruppen auf Normalvertei-
lung gepriift und mittels einfaktorieller Varianzanalyse verglichen. Ein p-Wert < 0,001 wurde
als extrem signifikant (***), < 0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und >
0,05 als nicht signifikant bewertet.
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Bild 10: Einfluss von Lagerung und Verwendung auf die Fluoreszenzsignale

Sowohl die Lagerung als auch die Verwendung der sCJD-Liquorproben hatten unter den
getesteten Bedingungen keinen Einfluss auf deren Fluoreszenzsignale in der RT-QulC.
Bild 10 (a) und (b) zeigen die sCJD-Fluoreszenzsignale bei Kurzzeitlagerung, Bild 10 (c)
die bei Verwendung, simuliert mittels Einfrier- /Auftauzyklen, und Bild 10 (d) die bei Lang-
zeitlagerung, fiir jeweils n = 12 Proben.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wurden
aus den Mittelwerten der positiven Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Grup-
pen bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden und grafisch als
Verlauf iiber die Zeit dargestellt. Diese Darstellung zeigt aggregierte Daten, weshalb ihr kei-
ne individuellen Informationen iiber die Fliche unter der Kurve, das Signalmaximum und
die Lag-Phase entnommen werden kénnen.
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und unbehandelt oder hamolysiert, durch eine zehnminiitige Ultraschallbehandlung ge-
folgt von mindestens 2 Std Lagerung bei —80 °C, weiter verwendet. Um den Einfluss
der Blutmenge zu bestimmen, wurde von sechs bis acht sCJD- und sechs bis acht retro-
spektiven Kontrollen je ein Aliquot mit hamolysiertem Blut, entsprechend 0, 78, 313,
1.250, 5.000 oder 10.000 Erythrozyten pro pl Liquor, kontaminiert. Zur Bestimmung
des Einflusses der Inkubationsdauer der Blutkontamination auf das Fluoreszenzsignal
wurden acht sCJD- und acht retrospektive Kontrollen mit frischem Blut, entsprechend
5.000 Erythrozyten pro nl Liquor, kontaminiert. Von jeder kontaminierten Probe wurde
je ein Aliquot fiir null, einen, drei oder acht Tage bei RT (¢ 22 °C) gelagert. Anschlie-
fsend wurden die Aliquots fiir 10 Min. bei 720 x ¢ zentrifugiert, um die Blutkontami-
nation wieder zu entfernen. Nachfolgend wurden die vorbehandelten Aliquots mittels
RT-QulC wie in Unterabschnitt 3.5 in Triplikaten und iiber eine Versuchsdauer von
80 Std analysiert. Dann wurden die Positivitdtsraten wie in Unterunterabschnitt 3.6.4
bestimmt und die Fluoreszenzsignale nach Unterunterabschnitt 3.6.5 charakterisiert.

Sowohl die Menge des hdmolysierten Blutes als auch die Dauer der Inkubation mit
frischem Blut hatten einen Einfluss auf die Positivitdtsraten. Bild 11 auf S. 38 zeigt die
Positivitatsraten der sCJD-Liquorproben bei Kontamination durch Blut. Diese nah-
men mit zunehmender Blutmenge (p < 0,0001) und Inkubationsdauer (p < 0,001) ab
(vgl. Tabelle 38, Tabelle 39 und Tabelle 41 in Anhang B). Bild 11 (a) zeigt die Po-
sitivitdtsraten der sCJD-Liquorproben bei Kontamination durch verschiedene Mengen
hédmolysierten Blutes. Die Positivitétsraten von 79 und 313 Ery/ul waren im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (0 Ery/pl; 73 %) nicht verschieden (p > 0,05). Bei 1.250
Ery/nl sank die Positivitatsrate auf 39 % und lag fiir 5.000 und 10.000 Ery/nl bei
0% (p <0,01). Bild 11 (b) zeigt die Positivitatsraten der sCJD-Liquorproben bei ver-
schiedenen Inkubationsdauern mit einer konstanten Menge frischen Blutes. Die Positi-
vitdtsraten nach null, eins, zwei und drei Tagen waren im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (Ref; 63 %) nicht verschieden (p > 0,05). Nach acht Tagen Inkubationsdau-
er sank die Positivitiatsrate auf 4 % (p < 0,01). Die retrospektiven Kontrollen waren
negativ (vgl. Tabelle 55 und Tabelle 56 in Anhang B).

Sowohl die Konzentration des hdmolysierten Blutes als auch die Dauer der Inkuba-
tion mit einer konstanten Menge frischen Blutes hatten einen Einfluss auf die Fluores-
zenzsignale der sCJD-Liquorproben. Bild 12 auf S. 39 zeigt die sCJD-Fluoreszenzsignale
bei Kontamination durch Blut. Deren jeweilige Signalmaxima und Flichen unter der
Kurve nahmen mit zunehmender Blutmenge (p < 0,001) und Inkubationsdauer ab (p <
0,001; vgl. Tabelle 48, Tabelle 49, Tabelle 50, Tabelle 51 und Tabelle 52 in Anhang B).
Bild 12 (a) zeigt die sCJD-Fluoreszenzsignale bei Kontamination durch verschiedene
Konzentrationen hamolysierten Blutes. Die Fluoreszenzsignale von 79, 313 und 1.250
Ery/ul waren im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (0 Ery/pl) nicht verschieden (p
> 0,05). Ab 5.000 Ery/pl Liquor sanken die jeweiligen Signalmaxima und Fléchen unter
der Kurve ab (p < 0,01). Bild 12 (b) zeigt die sCJD-Fluoreszenzsignale bei verschiede-
nen Inkubationsdauern mit frischem Blut (5.000 Ery/pl). Die Inkubationsdauern von
null, eins, zwei und drei Tagen waren im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ref)
nicht verschieden (p > 0,05). Ab drei Tagen sanken die jeweiligen Signalmaxima und
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Bild 11: Einfluss einer Blutkontamination auf die Positivitdtsraten

Sowohl die Konzentration des hamolysierten Blutes als auch die Dauer der Inkubation mit
frischem Blut hatten einen Einfluss auf die Positivitdtsraten der sCJD-Liquorproben. Die-
se nahmen mit zunehmender Blutmenge und Inkubationsdauer ab. Bild 11 (a) zeigt die
sCJD-Positivititsraten bei Kontamination mit verschiedenen Konzentrationen himolysier-
ten Blutes pro pl Liquor und Bild 11 (b) diese bei verschiedenen Inkubationsdauern mit
einer konstanten Menge frischen Blutes (5.000 Ery/ul Liquor). Als Referenz (Ref) wurde
der Liquor nicht mit Blut kontaminiert. Bei der Faktorstufe null Tage wurde der Liquor mit
Blut kontaminiert, dieses jedoch vor Ablauf von 24 Std mittels Zentrifugation, fiir 10 Min.
bei 720 x g, wieder entfernt. Die Positivitdtsraten sind grafisch dargestellt als Sdulendia-
gramme mit Mittelwert + Standardfehler, fiir je n = 6 — 8 (Zellzahl) und n = 8 (Hamolyse)
Proben.

Zur statistischen Auswertung wurden die Daten der Gruppen auf Normalverteilung gepriift
und mittels einfaktorieller Varianzanalyse verglichen. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem
signifikant (***), < 0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und > 0,05 als
nicht signifikant bewertet.
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Bild 12: Einfluss einer Blutkontamination auf die Fluoreszenzsignale

Sowohl die Konzentration des hdmolysierten Blutes als auch die Dauer der Inkubation mit
frischem Blut hatten einen Einfluss auf die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben in der
RT-QulC. Deren jeweilige Signalmaxima und Fléchen unter der Kurve nahmen mit zuneh-
mender Blutmenge und Inkubationsdauer ab. Bild 12 (a) zeigt die sCJD-Fluoreszenzsignale
bei Kontamination durch verschiedene Mengen himolysierten Blutes. Bild 12 (b) zeigt die-
se bei verschiedenen Inkubationsdauern mit einer konstanten Menge frischen Blutes (5.000
Ery/ul). Als Referenz (Ref) wurden der Liquor nicht mit Blut kontaminiert. Bei der Fak-
torstufe null Tage wurde der Liquor mit Blut kontaminiert, dieses jedoch vor Ablauf von
24 Std mittels Zentrifugation wieder entfernt.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wurden
aus den Mittelwerten der positiven Fluoreszenzsignale der Proben (n = 6 — 8 (Zellzahl)
und n = 8 (Hamolyse)) die Mittelwerte der Gruppen bestimmt. Diese wurden dann mittels
linearer Interpolation verbunden und grafisch als Verlauf iiber die Zeit dargestellt. Diese
Darstellung zeigt aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die
Flache unter der Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden kénnen.

4.2. Charakterisierung der Fluoreszenzsignale

Mit humanem Gehirnmaterial generierte RT-QulC-Ergebnisse zeigten erstmals distink-
te Fluoreszenzsignale fiir verschiedene sCJD-Formen (Peden u.a. 2012). Zur Uber-
priifung, ob die verschiedenen Signale eine allgemeine Eigenschaft der molekularen
sCJD-Formen sind oder ausschlieflich dem untersuchten Probensatz zuzuordnen wa-
ren, wurden in dieser Arbeit Proben aus dem frontalen Kortex von je acht Patienten mit
sCJD MM1 oder sCJD VV2 mittels RT-QulC untersucht. Die RT-QulIC wurde wie in
Unterabschnitt 3.5 beschrieben und iiber eine Versuchsdauer von 80 Std durchgefiihrt.
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Dann wurden die Verldufe der Fluoreszenzsignale mittels der Flache unter der Kurve
nach Unterunterabschnitt 3.6.5 charakterisiert und zwischen den Gruppen verglichen.
Die Fluoreszenzsignale der sCJD MMI1 zeigten eine kiirzere Lag-Phase (p < 0,05) so-
wie grofere Flache unter der Kurve (p < 0,05) und assoziierten mit einem hoheren
Signalmaximum (p > 0,05) als die der sCJD VV2. Bild 13 auf S.40 zeigt die Fluores-
zenzsignale der sCJD-Gehirnproben, gruppiert nach den molekularen sCJD-Formen.
Tabelle 13 auf S.41 fiihrt die dazugehoérenden Datenanalysen auf.
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Bild 13: Einfluss der molekularen sCJD-Form auf das Fluoreszenzsignal — 1

Wurden die Fluoreszenzsignale der sCJD-Gehirnproben nach den molekularen sCJD-Formen
getrennt, dann zeigten die sCJD MMI1 eine kiirzere Lag-Phase sowie grofere Fliche unter
der Kurve und assoziierten mit einem hoheren Signalmaximum als die der sCJD VV2.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wurden
aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen +
Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden und
in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch als
Verlauf iiber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung zeigt
aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Fliche unter der
Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden koénnen.

Nachfolgend wurden die Einfliisse der Form der Prionkrankheit (bspw. gCJD vs.
sCJD) und der molekularen Form der sCJD (bspw. sCJD MMT1), patientenbezoge-
ner Faktoren (bspw. das Alter), krankheitsbezogener Faktoren (bspw. die Krankheits-
dauer) und krankheitsspezifischer Biomarker (bspw. das 14-3-3-Protein) auf die Fluo-
reszenzsignale von Liquorproben untersucht. Die gCJD unterschieden sich durch eine
kiirzere Lag-Phase sowie grofsere Flache unter der Kurve und ein héheres Signalmaxi-
mum von den sCJD und FFI. In der Gruppe der gCJD E200K unterschieden sich die
gCJD E200K MM durch eine kiirzere Lag-Phase von den gCJD E200K MV. In der
Gruppe der sCJD hatten sowohl der Prnp Codon 129-Genotyp als auch der PrP%-Typ
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Tabelle 13: Einfluss der molekularen sCJD-Formen auf die Fluoreszenzsignale von

Gehirnproben
Variable sCJD MM1 sCJD VV2
Mw 21.842 12.329
AUC SD 5.205 7.046
Max rfu Mw 53.465 41.640
* SD 9.736 11.935
Lag-Phase Median 16,75 26,88

IQR 16,26 — 19,00 23,88 — 49,38

alleine keinen Einfluss auf die Fluoreszenzsignale. Wurden diese nach den molekula-
ren Formen der sCJD gruppiert (MM1, MM2, MV1, MV2, VV1 und VV2), assoziierte
die sCJD MM1 mit einer kiirzeren Lag-Phase und einem hoheren Signalmaximum,
verglichen mit den sCJD MV1 und sCJD VV1. Die gCJD MM zeigte eine kiirzere Lag-
Phase und ein hoheres Signalmaximum im Vergleich zur gCJD MV. Das Alter und
das Geschlecht der Patienten sowie die Konzentrationen des PrP®, des 14-3-3- und des
Tau-Proteins hatten keinen Einfluss auf die Fluoreszenzsignale. Die kurze Krankheits-
dauer zeigte eine kiirzere Lag-Phase und ein héheres Signalmaximum, verglichen mit
der mittleren und langen Krankheitsdauer.

Es wurden 110 Liquorproben von Patienten mit Prionkrankheiten sowie 189 retro-
spektive Kontrollen mittels RT-QulC analysiert. Die Gruppe der Prionkrankheiten
bestand aus 64 sCJD-, 39 gCJD- und sieben FFI Liquorproben. Von den 39 gCJD-
Liquorproben stammten 33 von Patienten mit gCJD E200K- und sechs von Patienten
mit gCJD V210I-Mutation, auf dem Prnp. Diese Liquorproben sind in Tabelle 9 auf
S. 31 mit Anzahl, Geschlecht und Alter aufgefiihrt. Die Gruppe der sCJD bestand aus
14 sCJD MM1, sieben sCJD MM2, 13 sCJD MV1, 12 sCJD MV2, sechs sCJD MV1
und 12 sCJD VV2. In der Gruppe der gCJD E200K trugen 14 Patienten den Genotyp
MM und 19 MV am Prnp Codon 129. In der Gruppe der gCJD V210I trugen fiinf
Patienten den Genotyp MM und einer VV am Prnp Codon 129. In der Gruppe der
FFT trugen vier Patienten den Genotyp MM, zwei MV und einer VV am Prnp Codon
129. Die 189 retrospektiven Kontrollen waren eine Teilmenge der 200 retrospektiven
Kontrollen aus Unterunterabschnitt 4.1.2. Von den 189 Patienten dieser retrospektiven
Kontrollen waren 86 weiblichen und 103 ménnlichen Geschlechts und das durchschnitt-
liche Alter betrug 66,5 Jahre (Median), wobei die mittleren 50 % der Patienten 57,0 bis
75,0 Jahre alt waren (IQR). Die RT-QulC wurde wie in Unterabschnitt 3.5 beschrieben
und iiber eine Versuchsdauer von 80 Std durchgefiihrt. Dann wurden die Verldufe der
Fluoreszenzsignale mittels der Flache unter der Kurve, des Signalmaximums und der
Lag-Phase nach Unterunterabschnitt 3.6.5 charakterisiert und zwischen den Gruppen
verglichen.
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4.2.1. Einfluss von Alter und Geschlecht der Patienten bei sCJD

Weder das Alter der Patienten bei Krankheitsbeginn (p > 0,05) noch ihr Geschlecht (p
> 0,05) hatte einen Einfluss auf die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben. Bild 14
auf S. 42 zeigt die Fluoreszenzsignale von sCJD-Liquorproben, gruppiert nach dem Al-
ter und dem Geschlecht der Patienten. Tabelle 14 auf S. 43 fiihrt die Datenanalysen und
Tabelle 15 auf S. 43 die Statistik zu den Variablen geordnet nach Gruppenzugehorigkeit
auf.
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Bild 14: Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Fluoreszenzsignale

Weder das Alter der Patienten bei Krankheitsbeginn noch ihr Geschlecht hatte einen Einfluss
auf die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben. Bild 14 (a) zeigt die Fluoreszenzsignale
der sCJD-Liquorproben gruppiert nach dem Alter der Patienten und Bild 14 (b) zeigt diese
gruppiert nach dem Geschlecht der Patienten.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wurden
aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen +
Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden und
in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch als
Verlauf iiber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung zeigt
aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Fliche unter der
Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden kénnen.

4.2.2. Einfluss des Volumens der CJD-Probe

Je stiarker die CJD-Liquorproben verdiinnt wurden, desto kleiner waren deren Posi-
tivitdtsraten. Der Anteil positiver Replikate korrelierte mit dem Verdiinnungsfaktor,
gleichermafen bei den sCJD (R? = 0,7525) wie bei den gCJD (R? = 0,9369). Zwischen
sCJD und gCJD bestand kein signifikanter Unterschied (p > 0,05). Bild 15 auf S. 43
zeigt die Positivitdtsraten der sCJD- und gCJD-Liquorproben bei serieller Verdiinnung.
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Tabelle 14: Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Fluoreszenzsignale — Daten

Variable < 60 60 — 70 > 70 Q ot
AUC Mw 15.119 10.704 13.000 13.125 12,391
SD 9.499 6.423 7.025 6.652 8.684
Max rfu Mw 45.001 40.785 38.687 40.435 41.019
SD 14.991 15.391 10.988 11.821 15.810
Median 48,5 67,5 48,5 59,0 49,0
Lag-Phase

IQR 43,0 -66,0 52,0-77,5 42,5-78,5 42,5-80,0 43,5-68,5

Tabelle 15: Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Fluoreszenzsignale — Stat.
Variable < 60 vs. 60 —70vs. > 70 Q vs.d

AUC p > 0,05 p > 0,05
Max rfu p > 0,05 p > 0,05
Lag-Phase p > 0,05 p > 0,05

Positive Replikate pro Probe (%)

0 4 8 12 16 20 24
Verdunnungsfaktor

Bild 15: CJD-Positivititsraten bei Verdiinnung der Probe

Je stiarker die gCJD- und sCJD-Liquorproben (je n = 3) verdiinnt wurden, desto kleiner
waren deren Positivitdtsraten. Es wurden je drei sCJD- und gCJD-Liquorproben seriell
verdiinnt. Nachfolgend wurden die verdiinnten Proben mittels RT-QuIC analysiert. Die
RT-QulIC wurde iiber eine Versuchsdauer von 80 Std durchgefiihrt. Jedes Aliquot wurde in
Quadruplikaten analysiert. Dann wurden die Positivitdtsraten bestimmt und zwischen den
experimentellen Gruppen (4x, 6x, 8%, 12x, 16X, 24x) verglichen. Grafisch dargestellt sind
die Mittelwerte der Gruppen + Standardabweichungen, mit linearer Regressionsgeraden.
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4.2.3. Einfluss der Form der Prionkrankheit

Die Fluoreszenzsignale der gCJD zeigten eine kiirzere Lag-Phase und ein hoheres Si-
gnalmaximum als die der sCJD- und FFI-Liquorproben. Die Liquorproben der retro-
spektiven Kontrollen blieben negativ. Die gCJD V210l erreichten nach 38,5 Std den
Grenzwert, gefolgt von den gCJD E200K nach 41,0 Std, den sCJD nach 52,5 Std und
den FFI nach 75,0 Std. Die gCJD zeigten sowohl grokere Flachen unter der Kurve als
auch hohere Signalmaxima sowie kiirzere Lag-Phasen als die sCJD (p < 0,001). Die
sCJD unterschieden sich nicht von den FFI (p > 0,05) und die gCJD E200K nicht von
den gCJD V210I (p > 0,05). Bild 16 auf S. 44 zeigt die Fluoreszenzsignale der gCJD,
sCJD, FFI und Kontrollen, gemittelt nach Gruppenzugehorigkeit. Tabelle 16 auf S. 45
fiihrt die Datenanalysen und Tabelle 17 auf S. 45 sowie Tabelle 18 auf S. 45 fiihren die
Statistik zu den Variablen geordnet nach Gruppenzugehorigkeit auf.
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Bild 16: Einfluss der Krankheitsform auf das Fluoreszenzsignal

Die Fluoreszenzsignale der gCJD zeigten eine kiirzere Lag-Phase und ein hoheres Signal-
maximum als die der sCJD- und FFI-Liquorproben. Die Liquorproben der retrospektiven
Kontrollen blieben negativ.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wur-
den aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen
+ Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden
und in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch
als Verlauf iiber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung
zeigt aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Fliche unter
der Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden konnen.
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Tabelle 16: Einfluss der Krankheitsform auf das Fluoreszenzsignal — Daten

Variable gCJD sCJD FFI  Kontrollen
E200K V210l
Ave Mw 28.642 23.557 18.492 16.149 4.809
SD 9.694 6.969 8.441 7.291 961
Mo of MW 54.725 48.353 40.745 33.194 6.986
SD 10.024 13.505 13.976 13.607 1.672
Median 41,0 38,5 52,5 75,0 .
LagPhase 10R 975515 300 545 430765 475 sop " einWert

Tabelle 17: Einfluss der Krankheitsform auf das Fluoreszenzsignal — Stat.

Variable Prion vs. gCJD vs. gCJD vs. E200K vs. sCJD vs.
Kontr. sCJD FFI V210l FFI

AUC p<0,001 p<0,001 p < 0,05 p > 0,05 p > 0,05

Max rfu p < 0,001 p < 0,001 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

Lag-Phase p < 0,001 p<0,001 p < 0,001 p > 0,05 p > 0,05

Tabelle 18: Einfluss der Krankheitsform auf das Fluoreszenzsignal — Stat.

Variabl E200K vs. V210I vs. sCJD vs. FFI vs. E200K vs. E200K vs. V210I vs. V210I vs.
ariable Kontr. Kontr. Kontr. Kontr. sCJD FFI sCJD FFI
AUC p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Max rfu p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Lag-Phase p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,05 p < 0,001 p < 0,001 p > 0,05 p < 0,05
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4.2.4. Einfluss der molekularen sCJD-Formen

Bild 17 auf S. 46 zeigt die sCJD-Fluoreszenzsignale getrennt nach dem (a) Prnp Co-
don 129-Genotyp (MM vs. MV vs. VV) und dem (b) PrP%-Typ (1 vs. 2). Allein
hatte weder der Prnp Codon 129-Genotyp, noch der PrP%-Typ einen Einfluss auf die
Fluoreszenzsignale von sCJD-Liquorproben (p > 0,05). Tabelle 19 auf S. 48 fiihrt die
Datenanalysen und Tabelle 20 auf S. 48 die Statistik zu den Variablen geordnet nach
Gruppenzugehdrigkeit auf.
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Bild 17: Einfluss des Codon 129 und des PrP>¢ auf die Fluoreszenzsignale

Allein hatte weder der Prnp Codon 129-Genotyp noch der PrPS¢-Typ einen Einfluss auf
die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben in der RT-QulC. Bild 17 (a) zeigt die sCJD-
Fluoreszenzsignale gruppiert nach dem Prnp Codon 129-Genotyp (MM vs. MV vs. VV) und
Bild 17 (b), diese gruppiert nach dem PrPS¢-Typ (1 vs. 2).

Wihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wurden
aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen +
Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden und
in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch als
Verlauf iiber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung zeigt
aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Fliche unter der
Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden kénnen.

Bild 18 auf S. 47 zeigt die sCJD-Fluoreszenzsignale, getrennt nach dem PrPS¢-
Typ und gruppiert nach dem Prnp Codon 129-Genotyp. Wenn die Fluoreszenzsignale
nach den PrP>-Typen getrennt und innerhalb dieser Gruppen die Prnp Codon 129-
Genotypen verglichen wurden, dann assoziierten die sCJD MM1 mit einer kiirzeren
Lag-Phase (45,0 Std) als die sCJD MV1- (67,5 Std) und sCJD VV1-Formen (48,0 Std)
(p > 0,05) und zeigten ein hoheres Signalmaximum als diese (p < 0,05). Die Fluo-
reszenzsignale der sCJD MM2, sCJD MV2 und sCJD VV2 unterschieden sich nicht
voneinander (p > 0,05). Tabelle 21 auf S. 48 fiihrt die Datenanalysen und Tabelle 22
auf S. 50 die Statistik zu den Variablen geordnet nach Gruppenzugehorigkeit auf.
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Einfluss der molekularen sCJD-Formen auf die Fluoreszenzsignale — 2

Wenn die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben nach den PrPS¢-Typen getrennt und
innerhalb dieser Gruppen die Prnp Codon 129-Genotypen verglichen wurden, dann as-
soziierte die sCJD MM1 mit einer kiirzeren Lag-Phase und zeigte ein hoheres Signalma-
ximum als die sCJD MV1 und die sCJD VV1. Die Fluoreszenzsignale der sCJD MM2,
sCJD MV2 und sCJD VV2 unterschieden sich nicht voneinander. Bild 18 (a) zeigt die
sCJD-Fluoreszenzsignale des PrP5°-Typ 1 und Bild 18 (b) zeigt die des PrP5-Typ 2, je-
weils gruppiert nach dem Prnp Codon 129-Genotyp.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wur-
den aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen
+ Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden
und in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) £+ Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch
als Verlauf {iber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung
zeigt aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Flache unter
der Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden kénnen.

47



4. Ergebnisse

Tabelle 19: Einfluss von Codon 129 und PrP>¢ auf die Fluoreszenzsignale — Daten

Variable MM MV Vv Typ 1 Typ 2
AUC Mw 14.288 11.627 12.463 13.146 12.298
SD 8.351 7.677 7.228 7.944 7.636
Max tfi Mw 42.878 37.377 42.934 42.551 38.822
SD 14.917 13.981 12.601 14.353 13.529
Median 52,5 59,0 51,0 55,5 52,5
Lag-Phase

IQR 39.0 — 68,0 46,5 80,0 435 -79.0 43,0790 43,5755

Tabelle 20: Einfluss von Codon 129 und PrP%¢ auf die Fluoreszenzsignale — Stat.
Variable MM vs. MV vs VV  Typ 1 vs. Typ 2

AUC p > 0,05 p > 0,05
Max rfu p > 0,05 p > 0,05
Lag-Phase p > 0,05 p > 0,05

Bild 19 auf S. 49 zeigt die sCJD-Fluoreszenzsignale, getrennt nach dem Prnp Codon
129-Genotyp und gruppiert nach dem PrP5-Typ. Wenn die Fluorezenzsignale nach den
Prnp Codon 129-Genotypen getrennt und innerhalb dieser Gruppen die PrP>-Typen
verglichen wurden, dann wurde in keiner Gruppe ein Unterschied zwischen dem PrPS¢-
Typ 1 und 2 beobachtet (p > 0,05). Tabelle 21 auf S. 48 fiihrt die Datenanalysen und
Tabelle 22 auf S. 50 die Statistik zu den Variablen geordnet nach Gruppenzugehorigkeit
auf.

Tabelle 21: Einfluss der molekularen sCJD-Formen auf die Fluoreszenzsignale — Daten

Variable MM1 MM2 MV1 MV2 VVvi VVv2
AUC Mw 15.935 10.994 9.900 13.497 13.670 11.859
SD 8.553 7.417 5.140 9.614 10.039 5.808
Moax tfu Mw 43.860 40.914 36.106 38.754 53.462 37.669
SD 13.336 18.699 12.023 16.274 15.926 6.279
Median 45,0 52,5 67,5 52,0 48,0 51,0

Lag-Phase

IQR 38,5 59,5 39,0765 485—80,0 455650 43,0-795 43,5725

Wenn Méusen, die verschiedene humane Prnp Codon 129-Genotypen exprimierten
(MM, MV oder VV), Gehirnmaterial von sCJD-Patienten, mit unterschiedlichen sCJD-
Formen (MM1, MM2, MV1, MV2, VV1, VV2), inokuliert wurde, dann konnten, an-
hand charakteristischer Inkubationszeiten und neuropathologischer Lesionsprofile, vier
sCJD-Prionstdmme unterschieden werden: MM1/MV1, MV2/V22, VV1 und MM2 (Bi-
shop u.a. 2010). Bild 20 auf S. 50 zeigt die sCJD-Fluoreszenzsignale, gruppiert nach
den von Bishop u.a. 2010 postulierten sCJD-Prionstdmmen. Diese unterschieden sich
in allen drei Variablen nicht signifikant (p > 0,05).

48



4. Ergebnisse

Fluoreszenz (rfu)

— sCJDMM 1 (n = 14)
SCIJDMM 2 (n =

7)

Fluoreszenz (rfu)

80

40000

20000

[ — sCJDMV 1 (n=13)
SCJD MV 2 (n = 12)
I
0 20 40 60
Zeit (Std)
(b) sCJD MV

sCJD VV 2
(n=12)

— sCJDVW1(n=6

0 20 40 60
Zeit (Std)
(a) sCJD MM
o
S
Of
S
=5 ¥
E
N |
c
O O
N O
N O
o S
5 N
5
E -
o
0

20 40
Zeit (Std)
(c) sCIJID VV

60

80

80

Bild 19: Einfluss der molekularen sCJD-Formen auf die Fluoreszenzsignale — 3

Wenn die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben nach den Prnp Codon 129-Genotypen
getrennt und innerhalb dieser Gruppen die PrP5¢-Typen verglichen wurden, dann zeigte
keine der Gruppen einen Unterschied zwischen dem PrP3¢-Typ 1 und 2. Bild 19 (a) zeigt
Prnp Codon 129 MM, Bild 19 (b) Prnp Codon 129 MV und Bild 19 (¢) Prnp Codon 129

VV, jeweils in Kombination mit PrPS5¢-Typ 1 und 2.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wurden
aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen +
Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden und
in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch als
Verlauf iiber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung zeigt
aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Fliche unter der
Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden koénnen.
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Tabelle 22: Einfluss der molekularen sCJD-Formen auf die Fluoreszenzsignale — Stat.

. MM1 vs. MM2 vs. MM1 vs. MV1 vs. VV1 vs. MM1 vs.
Variable

MV1 vs. MM1 vs.
MV1 vs. VV1 MV2 vs. VV2 MM2. MV2 vv2 MV1 NAS VVvi
AUC p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Max rfu p < 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,05 p > 0,05
Lag-Phase p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
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Wenn die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben nach den von Bishop u. a. 2010 postu-
lierten sCJD-Prionstimmen gruppiert wurden, dann unterschieden sich diese Gruppen nicht

signifikant voneinander.

Wihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wur-
den aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen
+ Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden
und in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch
als Verlauf {iber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung
zeigt aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Flache unter

der Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden kénnen.
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4.2.5. Einfluss des Prnp Codon 129-Genotyps bei gCJD

Bild 21 auf S. 52 zeigt die gCJD-Fluoreszenzsignale, gruppiert nach dem Prnp Co-
don 129 und der Mutation des Prnp. Gruppen mit weniger als fiinf Proben (bspw.
gCJD V210I MV mit n = 1 und FFI MM mit n = 4) wurden in diese Auswertungen
nicht mit einbezogen. Innerhalb der gCJD E200K war die Lag-Phase der gCJD E200K
MM kiirzer (p < 0,001) als die der gCJD E200K MV. Der frithere und stirkere Anstieg
des Fluoreszenzsignals der gCJD E200K im Vergleich zu gCJD V210 und sCJD wurde
unabhéngig vom Prnp Codon 129-Genotyp beobachtet. Die Flache unter der Kurve
der gCJD E200K MM war grofer als die der gCJD V210I MM (p < 0,001). Die Fléche
unter der Kurve der gCJD E200K MM war grofser und die Lag-Phase kiirzer als die der
sCJD MM (p < 0,001). Die Fliche unter der Kurve der gCJD E200K MV war grofer (p
< 0,001), das Signalmaximum héher (p < 0,001) und die Lag-Phase kiirzer (p < 0,01)
als die der sCJD MV. Tabelle 23 auf S. 51 fiihrt die Datenanalysen und Tabelle 24 auf
S. 51 die Statistik zu den Variablen geordnet nach Gruppenzugehorigkeit auf.

Tabelle 23: Einfluss der gCJD-Mutation auf die Fluoreszenzsignale — Daten

Variable MM E200K MM V210I MM sCJD MYV E200K MV sCJD
Avc Mw 28.281 20.844 14.288 22.266 11.626
SD 9.881 8.229 8.351 9.215 7.677
Mo ofy MW 51.367 48.858 42.878 57.200 37.377
SD 11.035 15.036 14.917 8.687 13.981
Lag-Phase  Median 27,0 38,5 52,5 44,5 59,0
IQR 19,0 - 42,0 30,0 -42,0 39,0580 34,0580 46,5 85,0

Tabelle 24: Einfluss der gCJD-Mutation auf die Fluoreszenzsignale — Stat.

. MM E200K vs. MM E200K vs. MM E200K vs. MM V210I vs. MYV E200K vs.
Variable

MV E200K MM V2101 MM sCJD MM sCJD MV sCJD

AUC p > 0,05 p < 0,001 p < 0,001 p > 0,05 p < 0,001
Max rfu p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,001
Lag-Phase p < 0,001 p > 0,05 p < 0,001 p > 0,05 p < 0,01

4.2.6. Einfluss von Krankheitsstadium und Krankheitsdauer bei sCJD

Die Krankheitsdauer wurde definiert als der Zeitraum vom Auftreten der ersten Sym-
ptome bis zum Tod des Patienten. Um das Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der
Probenentnahme zu ermitteln, wurde die Krankheitsdauer in drei Intervalle gleichen
Zeitumfangs geteilt. Das frithe Stadium wurde definiert als der Zeitraum vom Beginn
der ersten Symptome bis zum Ende des ersten Intervalls. Es folgte das mittlere Stadi-
um, definiert als zweites Intervall, und das spéte Stadium, definiert als letztes Intervall
der gesamten Krankheitsdauer.
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Bild 21: Einfluss der gCJD-Mutation auf die Fluoreszenzsignale

Die Fluoreszenzsignale der gCJD E200K-Liquorproben zeigten unabhéngig vom Prnp Codon
129-Genotyp einen friitheren und stérkeren Signalanstieg als die der gCJD V2101 und sCJD.
Bild 21 (a) zeigt die Fluoreszenzsignale von gCJD E200K-Liquorproben, gruppiert nach
dem Prnp Codon 129, Bild 21 (b) zeigt die von Prnp Codon 129 MM gruppiert nach der
gCJD-Mutation und im Vergleich zu sCJD und Bild 21 (c) die von gCJD E200K MV im
Vergleich zu sCJD MV.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wurden
aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen +
Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden und
in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch als
Verlauf iiber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung zeigt
aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Fliche unter der
Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden kénnen.
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Das frithe Krankheitsstadium assoziierte mit einer kiirzeren Lag-Phase und groferen
Fliche unter der Kurve, verglichen mit dem mittleren und spéten Krankheitsstadium,
dieser Einfluss war jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Die Fluoreszenzsignale der kurz-
en (< 3 Monate), mittleren (3 — 6 Monate) und langen (> 6 Monate) Krankheitsdauer
unterschieden sich hinsichtlich ihrer jeweiligen Fldchen unter der Kurve, Signalmaxima
und Lag-Phasen voneinander (p < 0,01). Die sCJD-Liquorproben von Patienten mit
kurzer Krankheitsdauer zeigten eine kiirzere Lag-Phase (41,0 Std) und grofere Flache
unter der Kurve als die von Patienten mit mittlerer (48,0 Std) und langer Krankheits-
dauer (68,0 Std). Bild 22 auf S. 53 zeigt die Fluoreszenzsignale von sCJD-Liquorproben,
gruppiert nach dem Krankheitsstadium und der Krankheitsdauer. Tabelle 25 auf S. 54
fiihrt die Datenanalysen der Variablen zum Krankheitsstadium und Tabelle 26 auf S. 54
die zur Krankheitsdauer geordnet nach Gruppenzugehorigkeit auf. Tabelle 27 auf S. 54
fiihrt die Statistik zu den Variablen auf.
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Bild 22: Einfluss von Krankheitsstadium und -dauer auf die Fluoreszenzsignale

Das frithe Krankheitsstadium assoziierte mit einer kiirzeren Lag-Phase und gréferen Fléche
unter der Kurve als das mittlere und das spite Krankheitsstadium. Die kurze Krankheits-
dauer zeigte eine kiirzere Lag-Phase und grofere Flache unter der Kurve als die mittlere und
die lange Krankheitsdauer. Bild 22 (a) zeigt die Fluoreszenzsignale der sCJD-Liquorproben
gruppiert nach dem Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion und Bild 22 (b)
diese gruppiert nach der Krankheitsdauer.

Waihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wur-
den aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen
+ Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden
und in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch
als Verlauf {iber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung
zeigt aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Fliche unter
der Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden konnen.
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Tabelle 25: Einfluss des Krankheitsstadiums auf die Fluoreszenzsignale — Daten

Variable friih mittel spét
Mw 11.066 12.434 14.702
AUC SD 11.554 6.590 7.902
Max £fu Mw 47.767 38.845 41.865
SD 15.789 13.906 12.865
Lag-Phase Median 76,5 49,0 48,5
IQR 56,0 - 79,0 43,0 -66,0 42,5675

Tabelle 26: Einfluss der Krankheitsdauer auf die Fluoreszenzsignale — Daten

Variable < 3 Monate 3 — 6 Monate > 6 Monate
Mw 17.524 12.434 10.032
AUC SD 7.864 6.362 7.351
Max rfu Mw 44.558 42.404 37.872
SD 14.498 12.081 13.956
Lag Phase Median 41,0 48.0 68,0
IQR 28,5 — 52,5 43,5 - 59,5 49,0 — 80,0

Tabelle 27: Einfluss von Stadium und Dauer auf die Fluoreszenzsignale — Stat.

. Krankheitsstadium Krankheitsdauer/ Monate
Variable

frith vs. mittel vs. spit <3vs.4-6vs. >6
AUC p > 0,05 p < 0,01
Max rfu p > 0,05 p > 0,05
Lag-Phase p > 0,05 p < 0,01
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4.2.7. Einfluss von krankheitsassoziierten Proteinen

Die Bestimmungen der Protein-Konzentrationen wurden wie in Unterabschnitt 3.4 und
die RT-QulIC wie in Unterabschnitt 3.5 durchgefiihrt. Es wurde die Konzentration des
gesamten PrP in der Probe bestimmt resp. der Summe aus PrP® und PrP5¢ sowie die
des 14-3-3- und des Tau-Proteins.

Bild 23 auf 5. 56 zeigt die Konzentrationen des PrP-, des 14-3-3- und des Tau-
Proteins in Korrelation mit den Lag-Phasen von willkiirlich ausgewéhlten sCJD-Li-
quorproben. Es bestand keine Korrelation zwischen den Protein-Konzentrationen und
den Lag-Phasen von sCJD-Liquorproben in der RT-QulIC. Tabelle 28 auf S. 55 fiihrt die
Korrelationsanalysen der Protein-Konzentrationen mit den Fldchen unter der Kurve,
Signalmaxima und Lag-Phasen der sCJD-Liquorproben mittels des Spearmanschen
Rangkorrelationskoeffizienten auf.

Tabelle 28: Einfluss krankheitsassoziierter Proteine auf die Fluoreszenzsignale

Protein AUC Max rfu Lag-Phase

p 95 % CI  p-Wert P 95 % CI  p-Wert p 95 % CI  p-Wert

Prion —0,04 —046-0,39 >0,05 —0,09 —049-035 >005 —002 —041-038 > 0,05
14-3-3 —0,11 —0,38-0,18 >0,05 —0,09 —037-021 >0,05 0,02 —031-034 >0,05
Tau -0,02 -029-026 >005 -002 -—029-026 >005 008 —024-038 >005

4.3. Nutzung der RT-QulC als Wirkstoff-Suchtest

Es wurde der Einfluss von mehreren potentiellen Wirkstoffen auf die Fluoreszenzsignale
von Gehirn- und Liquorproben untersucht. Verwertbare Ergebnisse ergaben die Unter-
suchungen von Doxyzyklin, Ampicillin und Sucrose, jedoch nicht die von Quinacrin,
Pentosan Polysulfat und Amphotericin B (Daten nicht gezeigt). Doxyzyklin inhibier-
te die Fluoreszenzsignale der sCJD-Proben sowohl in Abh#ngigkeit von der Dosis (ab
0,3 mM) als auch vom Zeitpunkt der Zugabe zur Reaktion (bis zu 24 nach dem Start).
Diese Wirkung trat auch dann auf, wenn die Mikrotiterplatte nicht abwechselnd in-
kubiert und vibriert, sondern ausschlieflich inkubiert wurde. Ampicillin und Sucrose
beeinflussten die Fluoreszenzsignale nicht.

4.3.1. Zugabe von Stoffen zu Beginn des Prozesses

Dem Reaktionsmix wurden die Stoffe Doxyzyklin, Ampicillin und Sucrose zugesetzt
und pro Stoff fiinf Reaktionsmixe mit verschiedenen Stoffkonzentrationen hergestellt.
Die Zusammensetzungen der Reaktionsmixe sind in Tabelle 33 in Unterabschnitt A.4
schematisch aufgefiihrt. Die RT-QulC wurde nach Unterabschnitt 3.5 durchgefiihrt
iiber eine gesamte Versuchsdauer von 80 Std. Es wurden sowohl Gehirnproben als
auch Liquorproben mittels RT-QulC analysiert. Nachfolgend wurden die Verldufe der
Fluoreszenzsignale mittels der Fliche unter der Kurve charakterisiert und zwischen
den Gruppen verglichen. Um den Einfluss der Konzentration von Doxyzyklin auf das
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Bild 23: Einfluss von krankheitsassoziierten Proteinen auf die Lag-Phase

Konzentration (pg/ml)

(¢) Tau-Protein

18000

Es hatte weder die PrP- noch die 14-3-3- oder die Tau-Protein-Konzentration einen Ein-
fluss auf die Lag-Phase von sCJD-Liquorproben. Bild 23 (a) auf S. 56 zeigt die PrP-
Konzentration, Bild 23 (b) die 14-3-3-Protein-Konzentration und Bild 23 (c) die Tau-
Protein-Konzentration, jeweils in Korrelation mit den Lag-Phasen von willkiirlich ausge-
wahlten sCJD Liquorproben. Grafisch dargestellt sind die Messwerte der Proben mit Re-
gressionsgerade + Standardabweichung.
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Fluoreszenzsignal zu bestimmen, wurden Proben aus dem frontalen Kortex von fiinf ge-
sicherten sCJD MM-Fillen wie in Unterunterabschnitt 3.1.2 aufgearbeitet und mittels
RT-QulC iiber eine Versuchsdauer von 80 Std analysiert.

Bild 24 auf S. 57 zeigt die Fluoreszenzsignale der sCJD-Gehirnproben, unter Zugabe
von Doxyzyklin in verschiedenen Konzentrationen, ab Versuchsbeginn. Mit Erhéhung
der Zugabe von Doxyzyklin niherte sich der Kurvenverlauf asymptotisch der Basislinie
an. Die Fluoreszenzwerte erreichten ab 0,3 mM Doxyzyklin die 10.000 rfu nicht mehr.
Bei Zugabe von 1 mM Doxyzyklin wurde kein Anstieg iiber die Versuchszeit hinweg
mehr verzeichnet. Bild 25 auf S. 58 zeigt die Fliache unter der Kurve der sCJD-Proben
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Bild 24: Einfluss von Doxyzyklin auf die sCJD-Fluoreszenzsignale

Es wurden Proben aus dem frontalen Kortex von fiinf gesicherten sCJD MM-Fillen auf-
gearbeitet und mittels RT-QulC analysiert. Die Fluoreszenzwerte erreichten ab 0,3 mM
Doxyzyklin die 10.000 rfu nicht mehr. Bei Zugabe von 1 mM Doxyzyklin wurde kein An-
stieg liber die Versuchszeit hinweg mehr verzeichnet.

Wihrend der Versuche wurde die Fluoreszenz alle 30 Min. gemessen. Nachfolgend wur-
den aus den Mittelwerten der Fluoreszenzsignale der Proben die Mittelwerte der Gruppen
+ Standardfehler bestimmt. Diese wurden dann mittels linearer Interpolation verbunden
und in Form einer Mittelwert- (dicke Linie) + Standardfehlerlinie (diinne Linien) grafisch
als Verlauf {iber die Zeit dargestellt. Das Fehlerfeld ist farblich markiert. Diese Darstellung
zeigt aggregierte Daten, weshalb ihr keine individuellen Informationen iiber die Fliche unter
der Kurve, das Signalmaximum und die Lag-Phase entnommen werden kénnen.

unter Zugabe von Doxyzyklin in verschiedenen Konzentrationen. Je mehr Doxyzyklin
dem Reaktionsmix zugegeben wurde, desto kleiner wurde sowohl die Fliche unter der
Kurve der Gehirnproben (p < 0,0001) als auch die der Liquorproben (p < 0,0001).
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4. Ergebnisse

Bild 25 (a) zeigt die Fliche unter der Kurve der sCJD-Gehirnproben. Im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (0,0 mM Doxyzyklin) war die Fliche unter der Kurve von
0,1 mM Doxyzyklin nicht verschieden (p > 0,05). Diese sank ab 0,3 mM Doxyzyklin (p
< 0,05, p < 0,01 und p < 0,01). Bild 25 (b) zeigt die Fliche unter der Kurve der sCJD-
Liquorproben. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (0,0 mM Doxyzyklin) war die
Flache unter der Kurve von 0,1 mM, 0,3 mM und 0,5 mM Doxyzyklin nicht verschie-
den (p > 0,05). Diese sank ab 1,0 mM Doxyzyklin (p < 0,01). Die Kontrollexperimente
wurden an sCJD-Liquorproben mit Ampicillin und Sucrose in den gleichen Konzentra-
tionen durchgefiihrt. Beide Stoffe beeinflussten die Fliche unter der Kurve nicht (p >
0,05). Bild 26 auf S. 59 zeigt die Fliche unter der Kurve der sCJD MM-Liquorproben
unter Zugabe von Ampicillin und Sucrose in verschiedenen Konzentrationen. Die re-
trospektiven Kontrollen waren sowohl unter Zugabe von Doxyzyklin als auch unter
Ampicillin und Sucrose negativ (vgl. Bild 32 in Anhang C).
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Bild 25: Einfluss von Doxyzyklin in versch. Konz. auf die AUC

Je mehr Doxyzyklin vor dem Start der RT-QulC zugegeben wurde, desto kleiner wurde
die Fldche unter der Kurve (AUC) sowohl der sCJD-Gehirnproben als auch der sCJD-
Liquorproben. Bild 25 (a) zeigt die AUC von n = 5 sCJD MM-Gehirnproben und Bild 25 (b)
die von n = 14 sCJD MM-Liquorproben, jeweils unter Zusatz versch. Konz. Doxyzyklin im
Reaktionsmix.

Die AUC sind grafisch dargestellt als Sdulendiagramme mit Mittelwert + Standardfehler.
Zur statistischen Auswertung wurden die Daten der Gruppen auf Normalverteilung gepriift
und mittels einfaktorieller Varianzanalyse verglichen. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem
signifikant (***), < 0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und > 0,05 als
nicht signifikant bewertet.
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Bild 26: Einfluss von Ampicillin und Sucrose in versch. Konz. auf die AUC

Vor dem Start der RT-QulC in verschiedenen Konzentrationen zugegeben, zeigten weder
Ampicillin noch Sucrose einen Einfluss auf die Fliche unter der Kurve (AUC) von sCJD-
Liquorproben. Bild 26 (a) zeigt die AUC von n = 14 sCJD MM-Liquorproben unter Zugabe
von Ampicillin und Bild 26 (b) diese unter Zugabe von Sucrose, jeweils in verschiedenen
Konzentrationen.

Die AUC sind grafisch dargestellt als Sdulendiagramme mit Mittelwert + Standardfehler.
Zur statistischen Auswertung wurden die Daten der Gruppen auf Normalverteilung gepriift
und mittels einfaktorieller Varianzanalyse verglichen. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem
signifikant (***), < 0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und > 0,05 als
nicht signifikant bewertet.
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4.3.2. Zugabe von Stoffen wihrend des Prozesses

Um den Einfluss des Zeitpunkts der Zugabe von Doxyzyklin, Ampicillin und Sucrose
auf das Fluoreszenzsignal von Liquorproben zu bestimmen, wurden Liquorproben von
12 sCJD MM und sechs retrospektiven Kontrollen mittels RT-QulC analysiert. Die
RT-QulC wurde nach Unterabschnitt 3.5 durchgefiihrt. Zusétzlich wurden nach den
Zeitpunkten 0 Std, 24 Std, 48 Std oder 72 Std nach dem Start der RT-QulC 5 pl einer
10 mM-Lésung der Stoffe Doxyzyklin, Ampicillin oder Sucrose zum Reaktionsmix hin-
zugegeben, sodass die finale Stoffkonzentration im Mix 0,5 mM betrug. Dazu wurde die
RT-QulC gestoppt, die Klebefolie der entsprechenden Wells mit Rasierklingen kreuz-
formig eingeschnitten, die 5 pl hinein pipettiert, die Platte mit einer weiteren Klebefolie
wieder verschlossen und die RT-QulC wieder gestartet. Als Kontrolle wurden Reaktio-
nen verwendet, zu denen keine Losung hinzugegeben wurde (Ref). Dann wurden die
Verldufe der Fluoreszenzsignale mittels der Fliache unter der Kurve charakterisiert und
zwischen den Gruppen verglichen.

Bild 27 auf S. 61 zeigt die Fliache unter der Kurve von sCJD MM-Liquorproben, unter
Zugabe von 0,5 mM Doxyzyklin, zu verschiedenen Zeitpunkten wiahrend des Versuchs.
Je frither Doxyzyklin zugegeben wurde, desto kleiner war die jeweilige Flidche unter der
Kurve (p < 0,01). Im Vergleich zur Kontrolle ohne Doxyzyklin (Ref) war die Fliche
unter der Kurve von t = 0 Std und t = 24 Std erniedrigt (p < 0,01 und p < 0,05).
Die Zugaben von Doxyzyklin nach 48 Std und 72 Std hatten keinen Einfluss mehr auf
die Flache unter der Kurve (p > 0,05). Auch unter diesen Bedingungen beeinflussten
Ampicillin und Sucrose die Fluoreszenzsignale der sCJD MM-Liquorproben nicht (vgl.
Bild 28 auf S. 62). Sowohl unter Zugabe von Doxyzyklin als auch unter Ampicillin und
Sucrose waren die retrospektiven Kontrollen negativ (vgl. Bild 33 in Anhang C).

4.3.3. Einfluss der Vibration auf die Wirkung von Doxyzyklin

Um den Einfluss der Vibration auf die Wirkung von Doxyzyklin zu bestimmen, wurde
eine aus zwei Abschnitten bestehende RT-QulC durchgefiihrt. In Abschnitt 1 bestand
die RT-QulC aus sich abwechselnden Inkubations- und Fragmentationsphasen, wie in
Unterabschnitt 3.5 beschrieben. In Abschnitt 2 wurde die Fragmentationsphase ent-
fernt, sodass die Mikrotiterplatte ausschlieflich inkubierte. Um den Einfluss der Vibra-
tion auf die Wirkung von Doxyzyklin auf das Fluoreszenzsignal zu bestimmen, wurden
Gehirnproben aus dem frontalen Kortex von fiinf sCJD MM aufgearbeitet und mittels
RT-QulC analysiert. Um den Einfluss der Vibration auf die Wirkung von Doxyzyklin
auf das Fluoreszenzsignal von Liquorproben zu bestimmen, wurden Liquorproben von
fiinf sCJD MM mittels RT-QulC analysiert. In Abschnitt 1 wurden die Proben mit
dem Doxyzyklin-freien Reaktionsmix in Tabelle 8 auf S. 25 inkubiert und die RT-QulC
wie in Unterabschnitt 3.5 durchgefiihrt. Nach Ablauf von 55 % der gesamten Versuchs-
dauer von 232 Std wurde die RT-QulC gestoppt, die Klebefolie der entsprechenden
Wells mit Rasierklingen kreuzformig eingeschnitten, 1 pl ein 100 mM-Losung Doxy-
zyklin hinein pipettiert, die Platte mit einer weiteren Klebefolie wieder verschlossen
und die RT-QulIC wieder gestartet. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits alle Fluores-
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Bild 27: Einfluss von Doxyzyklin auf die AUC bei Zugabe zu versch. Zeitpunkten

Je frither dem Reaktionsmix wahrend der RT-QulC 0,5 mM Doxyzyklin zugegeben wurde,
desto kleiner war die jeweilige Fléiche unter der Kurve (AUC) der n = 12 sCJD-Liquorproben.

Die AUC sind grafisch dargestellt als Sdulendiagramme mit Mittelwert + Standardfehler.
Zur statistischen Auswertung wurden die Daten der Gruppen auf Normalverteilung gepriift
und mittels einfaktorieller Varianzanalyse verglichen. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem
signifikant (***), < 0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und > 0,05 als
nicht signifikant bewertet.

zenzsignale positiv geworden. Die finale Doxyzyklin-Konzentration betrug 1 mM. Als
Kontrolle wurde kein Doxyzyklin zugegeben. In Abschnitt 2 wurde die Inkubation fort-
gesetzt mit dem Unterschied, dass die Mikrotiterplatte nicht mehr vibriert wurde bzw.
keine Fragmentationsphase mehr stattfand. Dann wurden die Verlaufe der Fluoreszenz-
signale mittels der Fliche unter der Kurve charakterisiert und zwischen den Gruppen
verglichen.

Bild 29 auf S. 63 zeigt die Fluoreszenzsignale einer sCJD-Gehirnprobe schematisch
ab Versuchsbeginn. In Abschnitt 1 wurde die Probe mit dem Doxyzyklin-freien Reak-
tionsmix inkubiert, mit Inkubations- und Fragmentationsphase. Nach Ablauf von 55 %
der gesamten Versuchsdauer begann Abschnitt 2, in dem die Mikrotiterplatte nicht
mehr vibriert wurde und Doxyzyklin zugegeben (+ Doxyzyklin) oder nicht zugege-
ben (—Doxyzyklin) wurde. Die Fliche unter der Kurve der mit Doxyzyklin inkubierten
sCJD-Proben war insgesamt niedriger als die der nicht mit Doxyzyklin inkubierten Pro-
ben (p < 0,001). Das Abstellen der Vibration wirkte sich nicht auf die Fliche unter der
Kurve der nicht mit Doxyzyklin inkubierten Proben aus (p > 0,05). Bild 30 auf S. 63
zeigt die Flache unter der Kurve der Proben in Abschnitt 2. Sowohl die der Gehirnpro-
ben als auch die der Liquorproben war mit Doxyzylin niedriger als ohne Doxyzyklin
((a) p < 0,00L; (b) p < 0,01).
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Bild 28: Einfluss von Ampicillin und Sucrose auf die AUC bei Zugabe zu versch. Zeitp.

Zugegeben zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der RT-QulC zeigten weder 0,5 mM
Ampicillin noch Sucrose einen Einfluss auf die Fliche unter der Kurve (AUC) von sCJD-
Liquorproben. Bild 28 (a) zeigt die AUC von n = 14 sCJD MM-Liquorproben unter Zugabe
von Ampicillin und Bild 28 (b) diese unter Zugabe von Sucrose, jeweils zu verschiedenen
Zeitpunkten wihrend der RT-QulC.

Die AUC sind grafisch dargestellt als Sdulendiagramme mit Mittelwert + Standardfehler.
Zur statistischen Auswertung wurden die Daten der Gruppen auf Normalverteilung gepriift
und mittels einfaktorieller Varianzanalyse verglichen. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem
signifikant (***), < 0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und > 0,05 als
nicht signifikant bewertet.
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Bild 29: Einfluss der Vibration auf die Wirkung von Doxyzyklin

Schematische Darstellung der Fluoreszenzsignale einer sCJD-Gehirnprobe, unter Zugabe
von 1 mM Doxyzyklin und Abstellen der Vibration nach 55 % der gesamten Versuchsdauer.
Abschnitt 1 bezeichnet den ersten Versuchsteil, ohne Zugabe von Doxyzyklin und mit Vi-
bration der Mikrotiterplatte. Abschnitt 2 bezeichnet den zweiten Versuchsteil, in dem die
Mikrotiterplatte nicht mehr vibriert wurde und Doxyzyklin zugegeben (4 Doxyzyklin) oder
nicht zugegeben (—Doxyzyklin) wurde.
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Bild 30: Einfluss der Vibration auf die Wirkung von Doxyzyklin auf die AUC

Dargestellt ist die Fliche unter der Kurve (AUC) von (a) n = 5 sCJD-Gehirnproben und
(b) n = 5 sCJD-Liquorproben, ohne (— Doxyzyklin) und mit (+ Doxyzyklin) Zugabe von
1,0 mM Doxyzyklin in Abschnitt 2.

Die AUC sind grafisch dargestellt als Sdulendiagramme mit Mittelwert + Standardfehler.
Zur statistischen Auswertung wurden die Daten der Gruppen auf Normalverteilung gepriift
und mittels einfaktorieller Varianzanalyse verglichen. Ein p-Wert < 0,001 wurde als extrem
signifikant (***), < 0,01 als sehr signifikant (**), < 0,05 als signifikant (*) und > 0,05 als
nicht signifikant bewertet.
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5. Diskussion

5.1. Methodische Optimierung der RT-QuIC

Zur Anwendung der RT-QulC in der Forschung und der humanen Diagnostik bedarf es
einer umfassenden Validierung und Standardisierung der Methode. Bisher mangelte es
an Studien, welche die laboriibergreifende Reproduzierbarkeit sowie den Einfluss von
Lagerung, Verwendung und Kontamination humaner Liquorproben auf das RT-QulC-
Ergebnis untersuchen. Um diese Liicke zu schliefen, wurden in dieser Arbeit sowohl
der bestmogliche Grenzwert und die Validitdt als auch die Reproduzierbarkeit und die
Stabilitidt des Testverfahrens bestimmt.

Der Grenzwert der RT-QulC wurde erstmals im Jahr 2012 fiir sCJD-Liquorproben
ermittelt (McGuire u.a. 2012). Dafiir wurden ein baugleiches Mikroplattenlesegerét
und dieselben Inkubationsbedingungen verwendet wie in dieser Arbeit, jedoch ein an-
deres Substrat (Hamster- anstatt Hamster-Schaf-recPrP¢), ein basischerer pH-Wert
des PBS-Puffers (pH 7,4 anstatt 6,9) und eine ldngere Versuchsdauer (90 — 120 Std
anstatt 80 Std). Der in dieser Arbeit ermittelte Grenzwert von 10.000 rfu stimmt mit
dem vormals ermittelten iiberein, was fiir die Reproduzierbarkeit der Methode spricht,
auch unter geringfiigig anderen Bedingungen.

5.1.1. Hohe Validitat

Die Sensitivitit der RT-QulC betrug fiir alle getesteten Prionkrankheiten gemittelt
85,5 % und die Spezifitit 99,5 %. Diese Werte sind vergleichbar mit denen des 14-
3-3-Proteins, mit 88 % Sensitivitdt und 96 % Spezifitit (Schmitz, Ebert u.a. 2015),
welches Teil der standardisierten Liquoranalyse in der Diagnostik von Prionkrankhei-
ten ist. Innerhalb der Prionkrankheiten variierte die Sensitivitit der RT-QulC von
100 % fiir gCJD (jeweils E200K und V1210I) iiber 80 % fiir sCJD bis 57 % fiir FFL.
Diese Ergebnisse befinden sich in Ubereinstimmung mit zwei vorangegangenen Studien
an sCJD-Liquorproben, die iiber eine Sensitivitdt von 80 — 90 % und eine Spezifitit
von fast 100 % berichten (Atarashi, Satoh u.a. 2011, McGuire u.a. 2012). Eine wei-
tere Studie berichtet von einer Sensitivitat von 87 % fiir gCJD E200K sowie jeweils
100 % fiir gCJD V2031 und FFI (Sano u.a. 2013). Verglichen mit den hier ermittelten
Werten konnen diese Unterschiede bedingt sein durch andere Probenzahlen (bspw. 22
FFT anstatt 7) und grokere methodische Unterschiede, bspw. ein nicht baugleiches Mi-
kroplattenlesegerit (Infinite M200/F200 von Tecan anstatt FLUOstar® Optima von
BMG Labtech), ein anderes Substrat (Humanes- anstatt Hamster-Schaf-recPrP®) in
einer anderen Konzentration (0,5 mg/ml anstatt 0,1 mg/ml), ein anderer Puffer (PI-
PES mit pH 7,0 anstatt PBS mit pH 6,9) sowie eine andere Inkubationstemperatur
(37 °C anstatt 42 °C) und anderen Inkubationsbedingungen (30 Sek Vibration gefolgt
von 30 Sek Pause anstatt 1 Min Vibration gefolgt von 1 Min Pause).

In dieser Arbeit ergab die RT-QulC zwei potentiell falsch-positive Ergebnisse. Das
eine potentiell falsch-positive Ergebnis stammte von einem Patienten der retrospekti-
ven Gruppe mit der Diagnose Morbus Alzheimer. Bei diesem Patienten gab es keinen
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Anlass fiir einen Verdacht auf eine Prionkrankheit. Weder die klinische Untersuchung
noch die 14-3-3-Protein- und Tau-Proteine-Werte im Liquor waren dahingehend auf-
fallig. Da jedoch von diesem Patienten keine neuropathologische Untersuchung vorlag,
konnte eine Prionkrankheit nicht sicher ausgeschlossen werden (Zerr 2015-12-11). Ein
dhnlich gelagerter Fall einer falsch-positiven Liquorprobe wurde auch in McGuire u. a.
2012 beschrieben. Das andere potentiell falsch-positive Ergebnis stammte von einem
Patienten der prospektiven Gruppe. Bei diesem Patienten gaben die 14-3-3-Protein-
und Tau-Proteine-Werte im Liquor sowie das MRT-Bild Anlass fiir einen Verdacht auf
eine Prionkrankheit. Aufgrund dieser Befunde wurde der Patient nach Abschluss der
Untersuchungen als moglicher CJD-Fall eingestuft. Da jedoch von diesem Patienten
keine neuropathologische Untersuchung vorlag, konnte diese Diagnose nicht gesichert
werden (Zerr 2015-12-11).

5.1.2. Sehr gute Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit eines biologischen Tests zwischen verschiedenen Experimen-
tatoren kann von einigen Faktoren abhéngen, bspw. Unterschieden in den Standard-
arbeitsanweisungen, den verwendeten Reaktionskomponenten, Arbeitsmaterialien und
Analysegeraten sowie den Lagerungs- und Transportbedingungen der zu untersuchen-
den Proben. In Ringversuch 1 wurden 86 Liquorproben von Laboren zweier Institutio-
nen untersucht mit im Ergebnis guter Ubereinstimmung. Folgend wurden Variationen
zwischen den Protokollen soweit wie moglich minimiert. Darauthin wurden in Ring-
versuch 2 sechs Liquorproben von vier internationalen Referenzzentren untersucht mit
im Ergebnis sehr guter Ubereinstimmung. Diese Werte iibertreffen die mittelmikige
bis gute Reproduzierbarkeit des 14-3-3-Proteins (Fleif’kappa = 0,51 — 0,68; Schmitz,
Ebert u.a. 2015).

5.1.3. Hohe Stabilitat

Zwischen der Probenentnahme beim Patienten und der proteinbiochemischen Unter-
suchung im Labor konnen kurze Zeiten der Lagerung der Probe bei verschiedenen
Temperaturen liegen, bspw. verursacht durch die Transportbedingungen. Bei der Ver-
wendung der Probe zu Forschungszwecken kann eine Probe mehrmals aufgetaut und
wieder eingefroren und iiber viele Jahre bei —80 °C gelagert werden. Bei der Abnahme
des Liquors mittels Lumbalpunktion kann eine Probe durch das Blut des Patienten
kontaminiert werden. Bisher mangelte es an Studien, welche den Einfluss dieser Fak-
toren auf die Analyse von humanen Liquorproben mittels RT-QulC untersuchen. Um
diese Liicke zu schliefen, wurde der Einfluss der Faktoren Kurzzeitlagerung (bis zu acht
Tage bei RT oder +4 °C), Verwendung (bis zu 16x Einfrier-/Auftauzyklen), Langzeit-
lagerung (bis zu neun Jahre bei —80 °C) und Kontamination durch Blut (bis zu 10.000
Ery/ul oder bis zu acht Tage Inkubation mit 5.000 Ery/pl) auf die Positivititsraten
und die Fluoreszenzsignale der RT-QulC untersucht.

Die Lagerung und die Verwendung der Liquorproben beeinflussten die RT-QulC-
Ergebnisse nicht. Im Vergleich zu anderen in der Diagnostik von Prionkrankheiten
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verwendeten Biomarkern, wie bspw. das Tau-Protein oder das A542-Protein, die spe-
ziell bei hoheren Temperaturen wiahrend der Lagerung abgebaut werden (Jensen u. a.
2000, Vanderstichele u.a. 2000, Schoonenboom, Niki S M u.a. 2005), ist die gezeigte
Stabilitdt der RT-QulC ein klarer Vorteil.

In der Routine-Diagnostik am NRZ fiir TSE treffen 5 — 10 % der Liquorproben mit
Blut kontaminiert ein, woraus sich eine Notwendigkeit fiir klare Richtlinien in Bezug
auf die weitere Handhabung dieser Proben ergibt. In dieser Arbeit fiihrte die Kon-
tamination mit h&dmolysiertem Blut (ab > 1.250 Ery/ul) wie auch mit frischem Blut
(5.000 Ery/ul) zu falsch-negativen Testergebnissen resp. zu einer Inhibition der Reak-
tion. Ab drei Tagen Inkubationszeit mit frischem Blut war die Himolyse der Zellen so
weit fortgeschritten, dass keine zuverldssigen Ergebnisse mehr beobachtet werden konn-
ten. Daher empfielt es sich, Proben, die linger als drei Tage blutkontaminiert gewesen
sind, von der RT-QulC-Analyse auszuschlieften. Zur Erhéhung der diagnostischen Si-
cherheit wird eine Zentrifugation der Probe fiir 10 Min bei 2.000 Min. 'unmittelbar
nach der Abnahme beim Patienten empfohlen. Die Sensitivitit der RT-QulC gegeniiber
Kontamination durch Blut kann eine Erklarung fiir die Variabilitdt in der Sensitivitit
der RT-QulIC (80 — 90 %; Atarashi, Satoh u.a. 2011, McGuire u.a. 2012) bei nur ge-
ringfiigigen methodischen Abweichungen sein, die moglicherweise auf ebendieser nicht
erkannten Kontamination basierte. Im Vergleich zum 14-3-3-Protein (sign. Einfluss ab
zwei Tagen; Schmitz, Ebert u.a. 2015) tolerierte die RT-QulIC die 1,5x Inkubations-
dauer mit frischem Blut.

Zusammenfassend unterstreichen die hohe Validitéit, die gute bis sehr gute Repro-
duzierbarkeit und die hohe Stabilitiat der RT-QulC ihre Eignung zur Anwendung in
Diagnostik und Forschung. Eine kurze Lagerung fiir bis zu acht Tage bei RT oder
+4 °C, eine lange Lagerung fiir bis zu neun Jahre bei —80 °C, das bis zu 16 x Einfrie-
ren und Auftauen der Probe sowie eine Kontamination mit bis zu 1.250 Ery/ul kénnen
als unproblematisch in Bezug auf eine RT-QulIC-Analyse betrachtet werden.

5.2. Charakterisierung der Fluoreszenzsignale

Humane Prionkrankheiten zeigen ein heterogenes klinisches und pathologisches Erschei-
nungsbild — bspw. unterscheiden sich die klinischen Symptome und die Verteilungsmus-
ter des PrP5¢ im Gehirn zwischen den humanen Prionkrankheiten (Parchi, Castellani
u. a. 1996, Collinge, Sidle, Katie C L u. a. 1996, Bruce, Will u. a. 1997, Parchi, Boni u. a.
2012). Neueste Erkenntnisse weisen auf das Vorhandensein mehrerer humaner Prions-
tamme hin, wie sie schon bei tierischen Prionkrankheiten gezeigt worden sind (Bishop
u.a. 2010). Derzeit sind jedoch die fiir deren Entstehung verantwortlichen Prozesse
noch nicht aufgeklirt. Diese Prozesse zu verstehen kann entscheidend zur Entwicklung
einer Therapie beitragen.

Mit humanem Gehirnmaterial generierte RT-QulC-Ergebnisse zeigten erstmals di-
stinkte Fluoreszenzsignale fiir verschiedene sCJD-Formen (Peden u.a. 2012). Daher
wurden in dieser Arbeit die Einfliisse der Form der Prionkrankheit (bspw. gCJD vs.
sCJD) und der Form der sCJD (bspw. sCJD MM1), patientenbezogener Faktoren
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(bspw. das Alter), krankheitsbezogener Faktoren (bspw. die Krankheitsdauer) und
krankheitsspezifischer Biomarker (bspw. das 14-3-3-Protein) auf die Fluoreszenzsignale
von Liquorproben in der RT-QulC untersucht.

5.2.1. Differenzierung von gCJD, sCJD und FFI

Die Fluoreszenzsignale der gCJD-Liquorproben zeigten eine kiirzere Lag-Phase und ein
hoheres Signalmaximum als die der sCJD- und FFI-Liquorproben. Bisher ist dazu nur
wenig Information in der Literatur zu finden. Bei Sano u. a. 2013 sind &hnliche indivi-
duelle Unterschiede zwischen gCJD und sCJD zu beobachten. Diese lieften sich jedoch
per statistischer Analyse nicht bestitigen. Es gibt mehrere mogliche Erklarungen fiir
die hier beobachteten Effekte, wie bspw. Unterschiede in der Konzentration, Struktur
und Stabilitit der PrP-Molekiile oder in der Infektiositiit der PrPSc-Aggregate. Bis-
her stammt das Wissen iiber die Eigenschaften des gCJD PrP%¢ aus der Untersuchung
von Gehirnmaterial. Demnach wird die Krankheit bei Tragern der gCJD E200K- und
gCJD V210I-Mutationen durch eine verinderte Struktur des PrP® und einen sich im
Laufe des Lebens verdndernden PrP-Metabolismus verursacht (Capellari u. a. 2000, Le-
vy u.a. 2002). Diese Konformationsinderungen des PrP® kénnten dessen Konversion in
PrP5¢ begiinstigen, indem Interaktionen des PrP¢ mit zelluliren Partnern oder dessen
Fibrillisationsprozess beeinflusst werden (Rossetti u. a. 2010). Begiinstigende Faktoren
konnen weiterhin die im Vergleich zum gesunden Metabolismus gesteigerte Generie-
rung von PrP-Fragmenten und verinderten Glycoformanteile des PrP5¢ im Gehirn sein
(Capellari u. a. 2000, Hill, Joiner, Beck u. a. 2006). Fiir die FFI, bei der der N-terminale
Teil des PrP¢ eine bedeutende Rolle bei der Konversion des Proteins spielt, wurden
einige bemerkenswerte biologische Eigenschaften beobachtet: geringe Mengen an PrpP>
im Gehirn von Betroffenen, ein deutlicher Effekt des Prnp Codon 129-Genotyps auf
den Krankheitsbeginn und die Pathogenese sowie geringe Transmissionsraten in Tier-
experimenten, mit langen Inkubationszeiten im Vergleich zu gCJD E200K und sCJD
(Tateishi u.a. 1995, Gambetti, Kong u.a. 2003, Jackson u.a. 2009, Asante u.a. 2009,
Friedman-Levi u.a. 2011, Gao u.a. 2012). Wahrend dies nicht das im Vergleich zur
sCJD friihe Erkrankungsalter der FFI-Patienten erklart, so stimmen jedoch die in die-
ser Arbeit beobachteten vergleichsweise langen Lag-Phasen (Z = 75 Std) mit den be-
kannten biologischen Eigenschaften der FFI {iberein.

5.2.2. Einfluss des Prnp Codon 129-Genotyps

Die molekulare Diversitit der sCJD wird seit vielen Jahren studiert und konnte letzt-
endlich in Teilen iiber die Kombination des PrP®-Typs (1 und 2) mit den drei Aus-
priagungen des Prnp Codon 129-Polymorphismus (MM, MV und VV) erklirt werden
(Parchi, Giese u. a. 1999, Hill, Joiner, Wadsworth u. a. 2003). Die sCJD-Patienten kon-
nen anhand ihres Prnp Codon 129-Genotyps und der biochemischen Eigenschaften ihres
PrP% in sechs molekulare Formen kategorisiert werden, MM1, MM2, MV1, MV2, VV1
und VV2 (Uro-Coste u. a. 2008).
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Eine Studie, die humanes Gehirnmaterial mittels RT-QulC untersuchte, berichtet
von distinkten RT-QulC-Ergebnisse einzelner sCJD-Formen, die jedoch statistisch nicht
belegt werden konnten (Peden u.a. 2012). Distinkte RT-QuIC-Ergebnisse fiir Gehirn-
proben von molekularen sCJD-Formen wurden auch in dieser Arbeit gefunden. Die
Fluoreszenzsignale von sCJD MM1- zeigten eine kiirzere Lag-Phase und grofere Fliche
unter der Kurve, als die von sCJD VV2-Gehirnproben. Wurden transgene Mause, die
verschiedene humane Prnp Codon 129-Genotypen exprimierten (MM, MV oder VV),
mit Gehirnmaterial von so kategorisierten Patienten infiziert, dann wurden charakte-
ristische Inkubationszeiten und neuropathologische Lésionsprofile beobachtet. Diesen
Experimenten folgend und basierend auf den Transmissionscharakteristika und PK-
Resistenzen dieser Formen, wurde die Existenz von vier humanen PrP%-Stimmen pos-
tuliert: MM1/MV1 als klassischer Phanotyp, MV2/VV2, VV1 und MM2 (Bishop u. a.
2010). In dieser Arbeit konnte jedoch kein Einfluss der postulierten vier humanen Pri-
onstidmme auf das Fluoreszenzsignal von sCJD-Liquorproben beobachtet werden. Eine
mogliche Erklarung hierfiir kann die potentielle Involvierung von Co-Faktoren in die
in-vivo-PrP-Konversion im Tiermodell sein (Giannopoulos u. a. 2009, Wang u. a. 2013),
die bei der in-vitro-PrP-Konversion in der RT-QulC nicht verfiigbar sind.

Um den moglichen Einfluss des Prnp Codon 129-Genotyps auf die Fluoreszenzsi-
gnale von sCJD-Liquorproben zu untersuchen, wurden diese getrennt nach dem PrP>¢-
Typ gruppiert und verglichen. Die sCJD MMI1-Form assoziierte mit einer kiirzeren
Lag-Phase und einem grofteren Signalmaximum, verglichen mit den sCJD MV1- und
sCJD VVI1-Formen. Die Ursache hierfiir kann in strukturellen Unterschieden zwischen
dem durch Prnp 129M und dem durch Prap 129V generierten PrP¢ liegen. Das aus
dem Prnp 129M resultierende PrP¢ weist eine exponiertere a-Helix 1 Region auf, ag-
gregiert schneller und formt mehr Aggregate als das aus dem Prnp 129V resultierende
PrPC (Pham u.a. 2008). Diese Ergebnisse stimmen weiterhin mit der Beobachtung
iiberein, dass die Homozygotie fiir die AS Methionin am Prnp Codon 129 ein Risiko-
faktor fiir die Entwicklung einer sCJD ist (Alpérovitch u.a. 1999, Parchi, Giese u. a.
1999 und Ladogana u. a. 2005).

Zudem zeigte die gCJD MM-Form eine kiirzere Lag-Phase und ein groferes Si-
gnalmaximum als die gCJD MV-Form. Dieses Ergebnis stimmt mit der bei sCJD
beobachteten Tendenz iiberein und stiitzt die Hypothese eines grofkeren RT-QulC-
Reaktionspotentials im Liquor von Methionin-homozygoten Patienten. Es steht wei-
terhin im Einklang mit den Beobachtungen, dass der Prnp Codon 129-Genotyp bei
gCJD E200K-Patienten ein wesentlicher Risikofaktor ist und sich auf die Pathogenese
auswirkt, indem bspw. MM-Tréger eine kiirzere Krankheitsdauer mit 3,7 4 2,0 Mona-
ten aufweisen als MV-Triger mit 7,84 + 7,3 Monaten (Mitrova u.a. 2002).

5.2.3. Einfluss weiterer Faktoren

Es bleibt die Frage, welche weiteren Faktoren die Kinetik der Fluoreszenz in der RT-
QulC moglicherweise beeinflussen. Weder zeigten das Geschlecht der Patienten, noch
das Alter bei Krankheitsbeginn und das Krankheitsstadium, in dem sich die Patienten
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zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion befanden, einen Einfluss auf die Fluoreszenzsi-
gnale der sCJD-Liquorproben. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von McGuire u. a.
2012 iiberein. Interessanterweise zeigte jedoch die kurze Krankheitsdauer eine kiirzere
Lag-Phase und ein héheres Signalmaximum, verglichen mit der mittleren und langen
Krankheitsdauer.

Da die PrP-Konzentration im Liquor keinen Einfluss auf das Fluoreszenzsignal hatte,
sind moglicherweise andere Faktoren hierfiir mafgebend, wie bspw. die Menge an PrP>
im Liquor. Jedoch zeigte eine serielle Verdiinnung von gCJD- und sCJD-Liquorproben
keinen signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen. Aufserdem konnten
strukturelle Unterschiede des PrP5¢ oder dessen Aggregate, verursacht durch die gCJD-
Mutationen (Capellari u.a. 2000, Levy u.a. 2002, Rossetti u.a. 2010), entscheidender
fiir das grofsere RT-QulC-Reaktionspotential der gCJD- im Vergleich zu den sCJD-
Liquorproben sein als die Menge an PrP>¢ im Liquor.

Aus diesen Ergebnisse ergibt sich die Frage nach den Eigenschaften des PrP im Li-
quor von erkrankten Patienten, die sich vielleicht von denen des PrP im Gehirn der
Betroffenen unterscheiden. Einen ersten Hinweis auf Ahnlichkeiten in der RT-QulC
zwischen dem PrP im Gehirn und im Liquor von sCJD-Patienten zeigt der Vergleich
der Fluoreszenzsignale der sCJD MMI1- und sCJD VV2-Liquorproben mit denen der
Gehirnproben. Die Fluoreszenzsignale der sCJD MM1-Liquorproben zeigten eine kiir-
zere Lag-Phase (Median = 45 Std vs. 51 Std) und grofere Fliche unter der Kurve
(z = 15.935 vs. 11.859) als die der sCJD VV2-Liquorproben, analog zu denen der
sCJD MM1- und sCJD VV2-Gehirnproben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestéitigen das Potential der RT-QulC, die replikati-
ven Eigenschaften des PrP%¢ im Liquor zu untersuchen. Zusammenfassend zeigen die
hier prisentierten Daten distinkte Eigenschaften des PrP>¢ im Liquor, die moduliert
werden durch die Form der Prionkrankheit, den Prnp Codon 129-Genotyp und die
Krankheitsdauer. Somit steht erstmals eine Methode zur Verfiigung, um diese Effekte
in Patienten wihrend der symptomatischen Phase zu studieren.

5.3. Nutzung der RT-QulC als Wirkstoff-Suchtest

Bis heute wurden viele potentielle Wirkstoffe zur Behandlung von Prionkrankheiten
sowohl mittels Zell- und Tiermodellen als auch klinischen Studien am Menschen un-
tersucht (Collins u.a. 2002, Luigi u.a. 2008, Bone u.a. 2008). Hierfiir infrage kamen
Stoffe, die potentiell den Konversionsprozess von PrP¢ zu PrP5¢, die Transmission des
PrP% oder dessen Amyloidbildung inhibierten. Die getesteten Substanzen inhibierten
zwar meistens die PrP%-Amplifikation im Zell- oder Tiermodell, wurden jedoch ent-
weder bspw. aufgrund mangelnder Féahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden,
oder hoher Toxizitdt nicht am Menschen getestet oder zeigten in klinischen Studien
keine signifikante Verbesserung des Krankheitsbildes (Rossi u.a. 2003, Ludewigs u. a.
2007, Zerr 2009).

Eine Einschriankung bei der Translation der zell- oder tierexperimentell gewonnenen
Ergebnisse auf die Anwendung beim Menschen ist die Abwesenheit eines Wirkstoff-
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Suchtests, der die krankheitsrelevanten Eigenschaften beim Menschen wiedergibt (Zerr
2009). Die RT-QuIC erlaubt die in vitro-Amplifikation von PrP¢ aus humanen Gewe-
ben und Korperfliissigkeiten, darunter auch Gehirn und Liquor (Atarashi, Sano u. a.
2011, McGuire u. a. 2012, Sano u. a. 2013, Orrd, Bongianni u. a. 2014, Moda u. a. 2014).
Diese wurde bisher zur Anwendung in der Diagnostik humaner Prionkrankheiten und
zur Untersuchung potentieller humaner Prionstdimme evaluiert und eingesetzt (Cramm,
Schmitz, Karch, Zafar u. a. 2015, Cramm, Schmitz, Karch, Mitrova u. a. 2015). Als zell-
freier in wvitro-Test, der krankheitsspezifische Eigenschaften des eingesetzten humanen
Materials wiedergibt (Cramm, Schmitz, Karch, Zafar u. a. 2015) und bereits jetzt weit-
gehend automatisiert durchgefiihrt werden kann, hat die RT-QulC das Potential zum
Hochdurchsatz-Wirkstoff-Suchtest.

Zur Nutzung der RT-QulC als Wirkstoff-Suchtest wurde in dieser Arbeit der Einfluss
von mehreren potentiellen Wirkstoffen auf die Amplifikation von PrP> aus humanen
Gehirn- und Liquorproben in der RT-QulIC untersucht. Fiir beide Probenarten wurde
ein inhibierender Einfluss von Doxyzyklin auf die PrP-Konversion beobachtet. Daraus
ist die Eignung von im Vergleich zum Gehirn weniger infektiosem Liquor zur Untersu-
chung potentieller Wirkstoffe gegen Prionkrankheiten mittels RT-QulC ableitbar.

Doxyzyklin zeigte einen signifikanten und dosisabhéngigen Einfluss auf das Fluores-
zenzsignal der humanen Gehirn- und Liquorproben, definiert iiber die Flache unter der
Kurve. Je mehr Doxyzyklin zu Beginn des Versuchs hinzugegeben wurde, desto starker
wurde das Fluoreszenzsignal inhibiert, woraus ein inhibitorischer Einfluss von Doxyz-
klin auf den Konversionsprozess von PrP® zu PrP¢ abgeleitet werden kann. Dieses
Ergebnis befindet sich in Ubereinstimmung mit Studien an Tiermodellen, bei denen
Doxyzyklin die Bildung von infektiosem PrP¢ verhinderte und somit die Uberlebens-
zeit der Tiere verlangerte (Forloni, Iussich u.a. 2002, Luigi u.a. 2008). Doxyzyklin
bindet mdglicherweise direkt an PrPS¢ und verhindert dariiber den Konversionspro-
zess (Tagliavini u. a. 2000, Forloni, Colombo u. a. 2001, Luigi u. a. 2008). Eine mdgliche
Bindestelle hierfiir ist die Aminoséuresequenz 106 — 126 des PrP (Cosentino u. a. 2008).

Doxyzyklin zeigte ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf das Fluoreszenzsignal,
abhéingig vom Zeitpunkt der Zugabe zur RT-QulC-Reaktion. Je frither Doxyzyklin
wahrend des Versuchs zur Reaktion gegeben wurde, desto starker war seine inhibie-
rende Wirkung. Diese zeigte sich durch ein Absinken der Fluoreszenz nach vorherigem
Anstieg und implizierte folgend eine Amyloid-reduzierende Wirkung von Doxyzyklin.
Im darauf folgenden Experiment sollte die Frage geklart werden, ob dieser Fluoreszenz-
reduzierende Einfluss von Doxyzyklin die Fragmentationsphase der RT-QulC bendétigt,
welche zur Fragmentation der PrP-Amyloide und somit zur Generierung neuer Saat-
partikel fiihrt. Dazu wurde ein Versuch mit einem Doxyzyklin-freien Reaktionsmix
gestartet und nach Ablauf von 55 % der Versuchsdauer, nachdem die Fluoreszenzsi-
gnale aller Proben auf ein deutlich positives Signalmaximum gestiegen waren, sowohl
Doxyzyklin hinzugegeben als auch die Fragmentationsphase ausgeschaltet. Die Zugabe
von Doxyzklin reduzierte das Fluoreszenzsignal, auch unter Aussparung der Fragmen-
tationsphase. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Fahigkeit von Doxyzyklin,
die Menge an infektiosem PK-resistentem PrP5¢ zu reduzieren (Tagliavini u.a. 2000,
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Forloni, Tussich u.a. 2002).

Zusammen implizieren diese Ergebnisse, dass Doxyzyklin méglicherweise an mehre-
ren Stellen in den RT-QulC-Prozess eingreift. Es konnte an die Saatpartikel binden
und damit sowohl den PrP-Konversions- als auch den Elongationsschritt inhibieren.
Durch Bindung an die PrP-Amyloide konnte Doxyzyklin deren strukturelle Bindung
destabilisieren, was unter diesen Versuchsbedingungen letztendlich zu einer Reduktion
der PrP-Amyloide fiihren konnte. Bild 31 auf S. 71 zeigt die potentiellen Ansatzpunkt
von Doxyzyklin im RT-QulC-Prozess.
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Bild 31: Einfluss von Doxyzyklin auf den RT-QulC-Prozess

Doxyzyklin greift moéglicherweise an mehreren Stellen in den RT-QulC-Prozess ein. Doxy-
zyklin kénnte an PrP5¢ binden und dadurch den PrP-Konversions- und Elongationsschritt
verhindern. Uber eine Bindung an die PrP-Amyloide kénnte Doxyzyklin deren strukturelle
Integritét schwiichen, was unter den Versuchsbedingungen der RT-QulC zu einer Verringe-
rung der PrP-Amyloide fithren kénnte.

Diese Ergebnisse stimmen mit denen einer doppelt verblindeten klinischen Phase 2-
Studie zur Wirkung von Doxyzyklin bei Patienten mit sCJD iiberein (Varges u. a. 2015).
Diese zeigte eine Verlingerung der Uberlebenszeit von 208 Tagen ohne Doxyzyklin
(95 % CI = 136 — 305) auf 346 Tage mit Doxyzyklin (95 % CI = 232 - 371) bei Patienten
in einem frithen Stadium der sCJD und mit dem Prnp Codon 129-Genotyp MM. Dabei
nahmen die Patienten tdglich 100 mg Doxyzyklin oral ein. Diskrepanzen zu der Studie
von Haik u.a. 2014, deren Autoren keinen praventiven KEffekt bei der Doxyzyklin-
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Behandlung von sCJD-Patienten beobachteten, konnen durch Faktoren erklart werden,
die die Anti-Prion-Aktivitdt von Doxyzyklin moglicherweise beeinflussen. Dabei spielt
die wichtigste Rolle das Krankheitsstadium. Ein Beginn der Behandlung im friihen
Stadium kénnte den Anti-Prion-Effekt von Doxyzyklin erhéhen. Da die Mutationen
der gCJD und FFI mittels Genanalyse bereits vor Beginn der symptomatischen Phase
erkannt werden konnen (Acevedo-Morantes u. a. 2014), liefse sich sogar eine praventive
Behandlung dieser Patienten realisieren.

In dieser Arbeit inhibierte Doxyzyklin die PrP-Konversion ab einer Konzentrati-
on von 0,5 mM, was etwa 222 pg/ml entspricht. Obwohl Doxyzyklin die Blut-Hirn-
Schranke mit einer Permeabilitit von ca. 90 % iiberwinden kann, lag dessen mediane
Konzentration im humanen Liquor, vier Std nach der oralen Einnahme von 200 mg
Doxyzyklin, bei 0,6 pg/ml (Qas 75 = 0,4 — 2,5 pg/ml; Karlsson u.a. 1996). Zudem
wurde Doxyzyklin in einheitlicher Dosis verabreicht, unabhéngig vom Geschlecht und
Gewicht der Patienten. Dies erklirt vielleicht die unterschiedliche Effizienz der Behand-
lungen. Eine Verbesserung der Verabreichung von Doxyzyklin, angepasst an das Ge-
wicht der Patienten und mit Blick auf die Abbaurate, konnte die Anti-Prion-Wirkung
von Doxyzyklin verbessern.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse die sehr gute Eignung der RT-QulC zur
Suche von Stoffen, die den PrP-Konversionsprozess inhibieren oder deren Reaktionspro-
dukte abbauen. Wesentliche Neuerungen im Vergleich zum Zell- und Tiermodell sind
dessen Nutzbarkeit basierend auf Korperfliissigkeiten symptomatischer Patienten, die
weitgehende Automatisier- und damit ideale Standardisierbarkeit mit dem Potential
zu hohem Durchsatz und die kurze Versuchsdauer. Dies birgt ein hohes translationales
Potential zur Wirkstoffsuche gegen die Prionkrankheiten.
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A. Material

A.1. Gerate

Tabelle 29 fiithrt die in dieser Arbeit verwendeten Gerate und deren Hersteller auf.

Tabelle 29: Gerate

Gerit Bezeichnung Hersteller
Blutanalysegerat AcT b5 diff Beckman Coulter
Computer Core i3 n-series Dell

Eismaschine Brucheismaschine ZBE 30-10 Ziegra
ELISA-Platten-Lesegerat Wallac 1420 Victor PerkinElmer
Gefrierschrank —20 °C Economy Liebherr
Gefrierschrank —80 °C MDF 46086-S Sanyo
Homogenisator Polytron PT1300D Fisher Scientific
Kiihlschrank +4 °C HR-4110 Medilab
Mikrotiterplatten-Lesegerit FLUOstar® Optima BMG LABTECH
pH-Meter Professional Meter PP-15 Sartorius

Pipette 0,5 — 10 pl Research plus 0,5-10 Eppendorf
Pipette 2 — 20 pl Research plus 2-20 Eppendorf
Pipette 10 — 100 pl Research plus 10-100 Eppendorf
Pipette 20 — 200 pl Research plus 20-200 Eppendorf
Pipette 100 — 1.000 pl Research plus 100-1000 Eppendorf
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf
Ultraschallgerit Transsonic 310/H Elma

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waage Ablesbarkeit 0,01 g  CP 3202 P Sartorius

Waage Ablesbarkeit 0,001 g TE313S-DS Sartorius
Zentrifuge 5415 C Eppendorf

A.2. Verbrauchsmaterial

Tabelle 30 fiihrt das in dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterial mit Hersteller auf.

Tabelle 30: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller
Blutabnahmerdhre S-Monovette 2,7 ml Sarstedt
Filter 0,22 pM Millex-GP 0,22 uM Syringe Filter Millipore
Filter 100 kDa Nanosep 100k OMEGA Filter Pall
Klebefolie Sealing tape Nunc

Fortsetzung auf der nédchsten Seite.
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Tabelle 30: Verbrauchsmaterial (Fortsetzung)

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller
Mikrotiterplatte 96 Well Optical Bottom Plate Fisher-Scientific
Pipettenspitze 0,1 — 10 nl Filter Tip 10 pl neutral Sarstedt
Pipettenspitze 2 — 200 nl Pipettenspitze 200 ul gelb Sarstedt
Pipettenspitze 50 — 1000 ul  Pipettenspitze 1000 pul blau Sarstedt
Rasierklinge CKO07.1 Carl Roth
Reagiergefafs 0,5 ml Safe Lock Tube 0,5 ml Eppendorf
Reagiergefafs 1,5 ml Safe Lock Tube 1,5 ml Eppendorf
Reagiergefifs 2,0 ml Reagiergefaft 2,0 ml Sarstedt
Spritze 5 ml Spritze Ecoject
Zentrifugenrohre 15 ml Falcon 15 ml Conical Centrifuge Tubes BD Falcon
Zentrifugenrohre 50 ml Rohre 50 ml, 114x28 mm, PP Sarstedt

A.3. Anorganische und organische Stoffe

Tabelle 31 fiihrt die in dieser Arbeit verwendeten anorganischen und organischen Stoffe
mit CAS-Nr., Reinheitsgrad und Hersteller auf.

Tabelle 31: Anorganische und organische Stoffe

Stoff CAS-Nr. Reinheitsgrad Hersteller
Ampicillin 69-53-4 > 95,0 % Fluka
Dinatriumhydrogenphosphat ~ 7558-79-4 > 99,0 % Sigma-Aldrich
Doxyzyklin 24390-14-5 > 98,0 % Sigma
Ethidiumbromid 1239-45-8 > 95,0 % Fluka
Ethylendiamintetraessigsdaure 60-00-4 > 985 % Sigma-Aldrich
Natriumchlorid 7647-14-5 > 99.5 % Roth
Natriumdihydrogenphosphat ~ 7558-80-7 > 99,0 % Sigma-Aldrich
Natriumdodecylsulfat 151-21-3 > 98,5 % Sigma
Sucrose 57-50-1 > 99,5 % Sigma
Thioflavin-T 2390-54-7  ~ 75,0 % Sigma
Tris/HCI 1185-53-1 > 99,0 % Aldrich

A.4. Loésungen und Puffer

Tabelle 32 fithrt die in dieser Arbeit verwendeten gebrauchsfertigen Losungen und
deren Hersteller auf.

92



A. Material

Tabelle 32: Gebrauchsfertige Losungen und Puffer

Losung Hersteller
EDTA (0,5 M) Fluka Analytical
Natriumchlorid (5 M) SAFC Biosciences
Natriumhydroxid (50 % (v/v)) Roth

Phosphatgepufferte Salzlésung (1x) Biochrome

Tabelle 33 fiihrt die Stoffkonzentrationen der RT-QulC-Mixe, zu denen entweder
Doxyzyklin, Ampicilin oder Sucrose hinzu gefiigt wurden, auf.

Tabelle 33: Stoftkonzentrationen in den RT-QulC-Mixen mit zusétzlichen Wirkstoffen

Stoff Konzentration Einheit
Mix A Mix B Mix C Mix D Mix E
NaCl 170 170 170 170 170 mM
5x PBS (pH 6,9) 1 1 1 1 1 x
EDTA 1 1 1 1 1 mM
Th-T 10 10 10 10 10 nM
recPrP¢ 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1  mg/ml
Dox / Amp / Suc 0,0 0,1 0,3 0,5 1,0 mM

A.5. Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Tabelle 34 fiihrt die in dieser Arbeit verwendeten gebrauchsfertigen Reaktionssysteme
und deren Hersteller auf.

Tabelle 34: Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Reaktionssystem Hersteller
BetaPrion BSE-EISA Test Kit AJ Roboscreen
Circulex 14-3-3- Gamma ELISA Kit MBL International
INNOTEST hTAU Ag Kit Innogenetics
Hemastix Teststreifen Siemens Healthcare

A.6. Programme

Tabelle 35 fiihrt die in dieser Arbeit verwendeten Programme mit Version, Entwickler
und Einsatz auf.
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Tabelle 35: Programme

Programm Version Entwickler Einsatz
Citavi 4.3 Swiss Academic Software Literaturverwaltung
Graphpad Prism 6.05 GraphPad Software Statistik, Bildbearbeitung
LaTeX 2.02 Leslie Lamport Textverarbeitung
Optima Data Analysis 2.22.R3 BMG LABTECH Datenexport
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation Datenanalyse
Optima Control 2.20.R2 BMG LABTECH Geréatesteuerung
B. Tabellen

Tabelle 36: Einfluss der Kurzzeitlagerung auf die Positivitdtsraten — Daten
RT / Tage +4 °C / Tage
0 1 3 8 0 1 3 8

Variable

Minimum 0,00 33,33 0,00 33,33 0,00 0,00 0,00 33,33
Q.5 66,67 66,67 41,67 54,17 66,67 50,00 7500 66,67

Median 100,00 100,00 83,34 66,67 100,00 100,00 100,00 83,34

Qrs 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Maximum 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Mittelwert 79,17 83,33 72,22 73,61 79,17 77,78 86,11 79,17
Standardabweichung 31,08 26,59 34,33 26,07 31,08 41,03 30,01 23,70
Standardfehler 8,97 7,68 991 753 897 1184 866 684
Unteres 95 % CI 59,42 66,44 50,41 57,05 59,42 51,71 67,04 64,11
Oberes 95 % CI 98,91 100,20 94,03 90,18 98,91 103,80 105,20 94,23

Tabelle 37: Einfluss von Verw. und Kurzzeitlag. auf die Positivitdtsraten — Daten
Einfrier- /Auftauzyklen / Anzahl —80 °C / Jahre
0 2 4 8 16 2-3 5—-6 8-9

Variable

Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 33,33 33,33 0,00

Q25 33,33 4167 66,67 33,33 33,33 33,33 66,67 75,00

Median 100,00 100,00 83,34 83,34 66,67 100,00 100,00 100,00

Q75 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Maximum 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Mittelwert 69,44 72,22 77,78 66,67 60,61 75,00 83,33 83,33
Standardabweichung 41,34 39,78 29,59 40,20 38,93 32,18 26,59 33,33
Standardfehler 11,93 11,48 8,04 11,61 11,74 9,29 7,68 9,62
Unteres 95 % CI 43,18 46,95 58,98 41,12 34,46 54,55 66,44 62,15
Oberes 95 % CI 95,71 97,50 96,58 9221 86,76 9544 100,20 104,50
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Tabelle 38: Einfluss einer Blutkontamination auf die Positivitdtsraten — Daten 1

Zellzahl / Erythrozythen pro ul
0 78 313 1.250 5.000 10.000

Minimum 0,00 33,30 66,60 0,00 0,00 0,00
Qs 33,30 66,65 66,60 0,00 0,00 0,00

Median 100,00 100,00 100,00 33,30 0,00 0,00

Qzs 100,00 100,00 100,00 74,95 0,00 0,00

Maximum 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00
Mittelwert 72,91 85,18 88,87 3887 0,00 0,00
Standardabweichung 38,92 2941 17,25 38,96 0,00 0,00
Standardfehler 9,73 9,80 7,041 15,91 0,00 0,00
Unteres 95 % CI 52,17 62,57 70,77 -2,02 0,00 0,00
Oberes 95 % CI 93,64 107,80 107,0 79,75 0,00 0,00

Variable

Tabelle 39: Einfluss einer Blutkontamination auf die Positivitdtsraten — Daten 2

Héamolyse / Tage
Ref 0 1 2 3 8

Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Qo5 16,65 16,65 8,33 8,33 0,00 0,00

Median 66,60 100,00 66,60 83,30 49,95 0,00

Q75 100,00 100,00 91,65 100,00 91,65 0,00

Maximum 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 33,30
Mittelwert 62,48 70,83 54,14 62,49 4581 4,16
Standardabweichung 41,54 45,21 39,58 4521 4341 11,77
Standardfehler 14,69 15,98 14,00 15,98 15,35 4,16
Unteres 95 % CI 27,74 33,03 21,04 24,69 9,52 -5,68
Oberes 95 % CI 97,21  108,6 87,23 100,3 82,10 14,01

Variable
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Tabelle 40: Einfluss von Lagerung und Verw. auf die Positivititsraten — Stat.

Faktor p-Wert
Lagerung bei RT > 0,05
Lagerung bei +4 °C > 0,05
Lagerung bei —80 °C > 0,05
Einfrier-/Auftau Zyklen > 0,05

Tabelle 41: Einfluss einer Blutkontamination auf die Positivitdtsraten — Stat.

Faktor p-Wert
Zellzahl < 0,0001
0vs. 78 > 0,05
0 vs. 313 > 0,05
0 vs. 1.250 > 0,05
0 vs. 5.000 < 0,01
0 vs. 10.000 < 0,01
Hamolyse < 0,001
Ref vs. 0 > 0,05
Ref vs. 1 > 0,05
Ref vs. 2 > 0,05
Ref vs. 3 > 0,05
Ref vs. 8 < 0,01

Tabelle 42: Einfluss der Kurzzeitlagerung auf die Fluoreszenzsignale — Daten 1
Variable 0 Tage 1 Tag 3 Tage 8 Tage
t104 Max rfu AUC t104 Max rfu AUC t104 Max rfu AUC t104 Max rfu AUC
Minimum 21,5 60467 9280 17,0 49265 9919 21,0 37644 7921 26,5 35121 13838
Qa5 26,0 63010 16848 25,9 63822 19091 34,4 43073 16269 34,5 64432 21437
Median 30,0 65000 23525 39,0 65000 26295 39,3 63739 23808 56,0 65000 25310
Q75 53,5 65000 30009 56,1 65000 32490 71,0 65000 33001 64,0 65000 32021
Maximum 68,3 65000 33358 57,5 65000 37213 78,0 65000 38458 80,0 65000 37367
Mittelwert 36,5 63985 22812 39,2 63210 25682 48,1 57027 22868 50,1 62370 26256
Standardfehler 15,7 1527 7476 14,5 4563 7962 20,0 11148 10558 17,8 8587 7275
Standardabweichung 4,7 460 2158 4,6 1317 2298 6,3 3361 3183 5,4 2479 2100
Unteres 95 % CI 26,0 62959 18062 28,8 60310 20623 33,7 49538 15775 38,2 56914 21634
Oberes 95 % CI 47,0 65010 27562 49,6 66109 30740 62,4 64517 29961 62,1 67826 30878
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Tabelle 43: Einfluss der Kurzzeitlagerung auf die Fluoreszenzsignale — Daten 2

Variable 0 Tage 1 Tag 3 Tage 8 Tage
104 Max rfu AUC 104 Max rfu AUC 104 Max rfu AUC 104 Max rfu AUC
Minimum 37,3 25135 5192 24,5 10058 677 34,5 20526 1584 34,5 22187 2459
Q25 39,5 50250 12293 35,6 17654 1991 44,5 43467 6984 42,3 43843 3155
Median 51,5 62182 15595 44,0 48202 7945 49,0 58375 15995 51,5 49994 9447
Q75 53,8 65000 25152 55,4 61366 19494 66,8 64105 21879 72,5 59013 18134
Maximum 59,5 65000 27142 67,5 65000 29988 79,5 65000 23036 74,5 65000 26199
Mittelwert 48,3 55401 16823 44,8 42998 11328 54,2 52939 13598 54,5 48922 11101
Standardfehler 7,7 13473 7716 13,3 21342 9600 14,3 14617 7651 14,1 12595 7955
Standardabweichung 2,3 4062 2228 4,4 6749 2771 4,3 4622 2307 4,5 3636 2296
Unteres 95 % CI 43,1 46349 11920 34,6 27731 5228 44,6 42483 8458 44,4 40919 6047
Oberes 95 % CI 53,5 64452 21726 55,1 58265 17427 63,7 63395 18738 64,6 56924 16156
Tabelle 44: Einfluss der Kurzzeitlagerung bei auf die Fluoreszenzsignale — Daten 3
Variable 2 — 3 Jahre 5 — 6 Jahre 8 — 9 Jahre
typr Maxrfu AUC t;,« Maxrfu AUC t«+ Maxrfu AUC
Minimum 17,5 37425 8003 19,5 46855 14034 21,5 41942 10533
Q25 20,6 61481 18798 22,6 59211 21499 27,6 51901 16437
Median 27,0 65000 30382 30,3 65000 27469 29,8 64983 25755
Qrs 35,8 65000 37024 47,0 65000 34693 35,3 65000 31183
Maximum 49,5 65000 38344 55,0 65000 37849 39,5 65000 36654
Mittelwert 28,8 61640 26834 34,4 62059 27408 30,8 60102 24472
Standardfehler 10,6 8044 11041 134 5478 7560 5,5 8066 8816
Standardabweichung 3,7 2322 3187 4,2 1581 2182 1,7 2432 2658
Unteres 95 % CI 20,0 56529 19819 24,8 58579 22605 26,9 54683 18549
Oberes 95 % CI 37,6 66751 33850 43,9 65540 32212 34,7 65521 30394

Tabelle 45: Einfluss von

Einfrier- /Auftauzyklen auf die Fluoreszenzsignale — Daten 1

. 0 x 2 X 4 X

Variable
tyge Maxrfu AUC t;,« Maxrfu AUC t;«+ Maxrfu AUC
Minimum 26,0 22422 1560 25,5 46567 7682 23,0 27508 2276
Q25 31,6 51764 8069 32,3 50663 9120 31,5 40688 5384
Median 50,1 58804 14371 464 59855 15827 38,5 51267 11061
Q7 611 64868 19181 67,6 65000 25233 77,0 60125 26624
Maximum 71,5 65000 35254 72,0 65000 33384 78,5 65000 35972
Mittelwert 47,7 55290 15005 49,5 58029 17955 50,2 50040 15070
Standardfehler 16,4 13744 9707 18,0 7507 9355 22,1 12035 11916
Standardabweichung 5,8 4346 3070 5,7 2374 2958 6,6 3629 359
Unteres 95 % CI 34,0 45458 8061 36,6 52659 11262 354 41955 7065
Oberes 95 % CI 61,4 65122 21949 624 63399 24647 65,0 58125 23075
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Tabelle 46: Einfluss von Einfrier-/Auftauzyklen auf die Fluoreszenzsignale — Daten 2
8 X 16 x
tipr Maxrfu AUC tp« Maxrfu AUC

Minimum 26,5 14802 516 24,0 35157 3202

Qs 32,3 28565 1768 33,5 41563 7206

Median 52,3 58929 14962 425 64990 16527

Qs 74,8 62836 27770 66,5 65000 27453

Maximum 77,0 65000 34202 75,5 65000 36070
Mittelwert 52,8 47698 14225 46,6 54730 17809
Standardfehler 20,6 19036 12608 18,2 12797 11914
Standardabweichung 7,3 6020 3801 6,9 4266 3971
Unteres 95 % CI 35,5 34080 5755 29,7 44893 8651
Oberes 95 % CI 70,0 61315 22695 63,4 64567 26968

Variable

Tabelle 47: Einfluss von Lagerung und Verwendung auf die Positivitdtsraten — Stat.

Faktor p-Wert

t19¢ Maxrfu AUC
Lagerung bei RT > 0,06 =005 > 0,05
Lagerung bei +4 °C > 0,060 =>0,05 > 0,05

Lagerung bei —80 °C > 0,056 >0,05 > 0,05
Einfrier-/Auftau Zyklen > 0,05 > 0,05 > 0,05

Tabelle 48: Einfluss einer Blutkontamination auf die Fluoreszenzsignale — Daten 1

Variable 0 Ery/ul 78 Ery/ul 313 Ery/ul
Max rfu  AUC Maxrfu AUC Maxrfu AUC

Minimum 15845 2536 11139 6164 61485 24526

Qa5 42406 7092 38698 6820 62490 26715

Median 45325 10543 55482 23133 65000 31757

Q75 63061 22788 63017 31391 65000 40978

Maximum 65000 44980 65000 34261 65000 42795
Mittelwert 47928 15702 49793 19860 64052 33109
Standardfehler 14175 12592 17758 11677 1529 7338
Standardabweichung 3788 3365 5919 4129 624 2996
Unteres 95 % CI 39743 8431 36143 10098 62447 25408
Oberes 95 % CI 56112 22972 63443 29623 65656 40809
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Tabelle 49: Einfluss einer Blutkontamination auf die Fluoreszenzsignale — Daten 2
1.250 Ery/ul 5.000 Ery/ul  10.000 Ery/ul
Max rfu  AUC Max rfu AUC Maxrfu AUC

Minimum 36564 7323 7746 121 7724 131

Qo 43673 11418 7778 124 7785 133

Median 65000 28018 8478 403 8327 398

Qs 65000 35627 8695 450 8844 450

Maximum 65000 36725 8855 460 9898 510
Mittelwert 57891 25021 8331 327 8429 333
Standardfehler 14218 12980 458 159 784 161
Standardabweichung 7109 6490 187 65 320 66
Unteres 95 % CI 35267 4368 7850 159 7606 164
Oberes 95 % CI 80515 45674 8812 494 9251 503

Variable

Tabelle 50: Einfluss einer Blutkontamination auf die Fluoreszenzsignale — Daten 3
Ref 0 Tage 1 Tag
Max rfu AUC Max rfu AUC Maxrfu AUC

Minimum 35393 145 44436 160 44008 160

Q25 39615 154 46190 182 45752 183

Median 45524 191 49434 207 56573 233

Qrs 52463 269 57371 294 60526 366

Maximum 61104 331 64192 343 65000 370
Mittelwert 46358 211 51561 231 54587 258
Standardfehler 8728 69 7190 67 7970 89
Standardabweichung 3563 28 2936 28 3254 36
Unteres 95 % CI 37199 138 44015 160 46223 165
Oberes 95 % CI 55518 283 59107 301 62951 352

Variable
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Tabelle 51: Einfluss einer Blutkontamination auf die Fluoreszenzsignale — Daten 4

Variable 2 Tage 3 Tage 8 Tage
Max rfu  AUC Max rfu AUC Maxrfu AUC
Minimum 40147 136 57015 232 4611 7
Qa5 44915 153 61008 251 5136 8
Median 56210 249 65000 351 6809 12
Qrs 62446 346 65000 423 7749 23
Maximum 65000 489 65000 482 8568 29
Mittelwert 54278 264 63403 340 6613 14
Standardfehler 9572 127 3571 96 1402 8
Standardabweichung 3908 52 1597 43 496 3
Unteres 95 % CI 44233 130 58969 220 5441 8
Oberes 95 % CI 64323 397 67837 459 7785 21

Tabelle 52: Einfluss einer Blutkontamination auf die Fluoreszenzsignale — Stat.

Faktor p-Wert

Max rfu AUC
Zellzahl < 0,0001 < 0,0001
0vs. 78 > 0,05 > 0,05
0 vs. 313 > 0,05 > 0,05
0 vs. 1.250 > 0,05 > 0,05
0 vs. 5.000 < 0,01 < 0,01
0 vs. 10.000 < 0,001 < 0,01
Héamolyse < 0,001 <0,001
Ref vs. 0 > 0,05 > 0,05
Ref vs. 1 > 0,05 > 0,05
Ref vs. 2 > 0,05 > 0,05
Ref vs. 3 > 0,05 > 0,05
Ref vs. 8 < 0,001  <0,001
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Tabelle 53: Einfluss der Kurzzeitlag. auf die Fluoreszenzsign. von Kontr. — Daten
RT / Tage +4 °C / Tage
0 1 3 8 0 1 3 8

Minimum 5727 6115 5900 6530 5998 5920 5650 5391

Qo5 5784 6217 6052 6676 6055 5939 5850 5830

Median 6166 6554 6852 7161 6230 6292 6058 6255

Qrs 6779 7589 8488 8021 6900 6604 6357 6444

Maximum 8028 9903 10084 8068 8143 6671 6615 6496
Mittelwert 6375 7032 7291 7275 6527 6284 6095 6133
Standardfehler 853 1428 1566 666 810 327 327 419
Standardabweichung 348 583 639 272 331 134 134 171
Unteres 95 % CI 5480 5534 5648 6576 5677 5940 5751 5694
Oberes 95 % CI 7271 8531 8934 7974 7376 6627 6438 6573

Variable / Max rfu

Tabelle 54: Einfluss der Verw. und Langzeitlag. auf die Fluoreszenzsign. von Kontr.
Einfrier- /Auftauzyklen / Anzahl  —80 °C / Jahre
0 2 4 8 16 2-3 5-6 8-9

Variable / Max rfu

Minimum 5307 5390 5458 5585 5730 4727 4467 4676
Q95 5516 6111 5722 5734 6050 4733 4992 5086
Median 6147 6397 6102 5982 6438 5591 5479 5527
Q7 6470 6467 7054 6178 8439 6636 6055 6076
Maximum 6522 6512 8678 6206 8495 8089 6094 6339

Mittelwert 6027 6250 6444 5951 6946 5814 5455 54T
Standardfehler 490 425 1149 241 1206 1264 629 605
Standardabweichung 200 174 469 99 492 516 257 247

Unteres 95 % CI 5512 5804 5237 5698 0681 4487 4795 4912
Oberes 95 % CI 6541 6696 7650 6204 8211 7141 6114 6181
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Tabelle 55: Einfluss einer Blutkont. auf die Fluoreszenzsign. von Kontr. — Daten 1

Variable / Max rfu

Zellzahl | Ery/ul

0 78 313 1.250 5.000 10.000

Minimum 4616 3280 3182 3237 3231 3208

Qo5 5529 3331 3241 3246 3248 3221

Median 5834 3390 3292 3442 3306 3250

Qrs 7649 7980 7869 7713 7794 7856

Maximum 8196 8186 8147 7883 8279 8262
Mittelwert 6471 4918 4825 5184 5209 5256
Standardfehler 1280 2427 2433 2335 2442 2535
Standardabweichung 427 9901 993 83 923 958
Unteres 95 % CI 5488 2370 2272 3025 2951 2911
Oberes 95 % CI 7455 7465 7378 7344 7468 7601

Tabelle 56: Einfluss einer Blutkont. auf die Fluoreszenzsign. von Kontr. — Daten 2

Variable / Max rfu

Ref

Hamolyse / Tage

0

1

2

3

8

Minimum

Qas

Median

Qrs

Maximum
Mittelwert
Standardfehler
Standardabweichung
Unteres 95 % CI
Oberes 95 % CI

4717
5297
7113
8153
8650
6864
1458

516
9645
8083

4749
6725
7653
8663
9075
7486
1392

492
6322
8649

4845
5350
7399
8643
9417
7167
1668

289
2773
8562

4836
5411
7339
8343
8740
7041
1475

522
2807
8274

4557
5157
7364
8515
8962
7003
1665

289
o611
8394

4688
5358
7394
8430
8742
7054
1548

247
2760
8348
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Tabelle 57: Einfluss von Dox in versch. Konz. auf die AUC von sCJD-Gehirnproben

Variable / AUC

Doxyzyklin / mM

00 01 03 05

1,0

Minimum

Qa5

Median

Qs

Maximum
Mittelwert
Standardfehler
Standardabweichung
Unteres 95 % CI
Oberes 95 % CI

18486 1050 118 91
21300 1200 119 94
33216 1356 137 116
41380 3840 403 198
46272 5337 598 230
31715 2287 236 140
10837 1774 206 58
4846 793 92 26
18260 8 -19 67
45171 4489 492 213

104
112
165
175
181
148

34

15
106
190
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(a) Doxyzyklin (b) Ampicillin (c) Sucrose

Bild 32: Einfluss von Dox, Amp und Suc in versch. Konz. auf die AUC von Kontr.

Vor dem Start der RT-QulC in verschiedenen Konzentrationen zugegeben zeigten weder
Dox, Amp noch Suc einen Einfluss auf die Flache unter der Kurve (AUC) von Liquorproben
von retr. Kontrollen. Bild 32 (a) zeigt die AUC von n = 12 retr. Kontrollen unter Zugabe
von Dox, Bild 32 (b) diese unter Zugabe von Amp und Bild 32 (c) diese unter Zugabe
von Suc, jeweils in verschiedenen Konzentrationen. Die AUC sind grafisch dargestellt als
Sidulendiagramme mit Mittelwert + Standardfehler.

2500 2500 2500
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1500 1500 1500
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(a) Doxyzyklin (b) Ampicillin (c) Sucrose

Bild 33: Einfluss von Dox, Amp und Suc auf die AUC von Kontr. zu versch. Zeitp.

Zu verschiedenen Zeitpunkten wiahrend des Versuchs zugegeben zeigten weder 0,5 mM Dox,
Amp noch Suc einen Einfluss auf die Fliche unter der Kurve (AUC) von Liquorproben von
retr. Kontrollen. Bild 33 (a) zeigt die AUC von n = 12 retr. Kontrollen unter Zugabe von
Dox, Bild 33 (b) diese unter Zugabe von Amp und Bild 33 (c) diese unter Zugabe von
Suc, jeweils zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend des Versuchs. Die AUC sind grafisch
dargestellt als Sdulendiagramme mit Mittelwert + Standardfehler.
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