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1 Arbeitshypothese und Fragestellun ¢

1.1 Allgemein

Die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien (TSE) sind eine schon seit
langer Zeit bekannte Gruppe von bei Menschen und Tieren auftretenden neurode-
generativen Erkrankungen. Als Ausloser der Krankheiten gilt ein in seiner Konfor-
mation verandertes Protein, das so genannte Prion-Protein (98). In das Blickfeld
der breiten Offentlichkeit gelangten die TSEs erst durch die Mitte der 1980er Jahre
erstmalig in GroR3britannien beschriebene bovine spongiforme Enzephalopathie
(BSE) (123). Die popular auch als Rinderwahnsinn bezeichnete Krankheit ist heu-
te fast weltweit in Rinderbestanden nachweisbar (68). lhre Ubertragbarkeit auf den
Menschen in Form der varianten Creutzfeldt-Jakob Krankheit (variant Creutzfeldt-
Jakob disease; vCJD) gilt aufgrund identischer Erregereigenschaften als belegt
(22, 111).

Wahrend primare vCJD Infektionen tber die Nahrungskette durch riicklaufige BSE
Fallzahlen und konsequente MalRhahmen des Verbraucherschutzes, wie dem
Verbot der Verwendung von hochinfektiosen Rindermaterialien zur Lebensmittel-
herstellung und die umfassende Durchfihrung von BSE-Schnelltests bei Schlacht-
rindern, heute als weitgehend ausgeschlossen gelten (107), bleibt das Risiko von
Sekundarinfektionen durch die Ubertragung der Krankheit von Mensch zu Mensch
weiterhin bestehen. Neben chirurgischen Instrumenten gelten hier insbesondere
Blut und Blutprodukte als mdgliche Infektionsquellen (81). Bis heute wurden drei
Fallberichte Uiber eine wahrscheinliche Ubertragung der vCJD durch Erythrozyten-
konzentrate in Grof3britannien publiziert (80, 93, 130).

Zur Minimierung dieses durch Blut bedingten Ubertragungsrisikos wurden trotz der
weltweit niedrigen Fallzahlen, umfangreiche Schutzmal3hahmen ergriffen. Hierzu
gehort im deutschen Blutspendewesen neben der seit September 2000 vorge-
schriebenen Leukozytendepletion auch der Ausschluss von Personen mit erhdh-
tem Risiko fur primare vCJD Infektionen von der Blutspende (9). Hiervon sind alle

Blutspender die sich in der Zeit von 1980 bis 1996 langer als 6 Monate am Stiick



in GroRRbritannien aufgehalten haben, sowie Personen die in Grol3britannien ope-
riert oder transfundiert wurden, betroffen. Die Moglichkeit von Sekundarinfektionen

bleibt jedoch trotz dieser Mal3nhahmen weiter bestehen (102).

Zum heutigen Zeitpunkt existiert keine Mdglichkeit die vCJID bereits im praklini-
schen Stadium zu diagnostizieren und so Sekundarinfektionen sicher zu verhin-
dern. Als problematisch erweisen sich hier das Fehlen zuverlassiger
Surrogatmarker und die niedrige Konzentration von krankheitsspezifischen Prio-
nen im Blut (1, 16). Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich daher mit einem Blut-
test der, basierend auf einer von der bekannten Prion-Theorie abweichenden und
diese ergdnzende Hypothese, dazu in der Lage sein soll, so genannte anti-Prionin
Antikdrper als moglichen Marker der vCJD im préklinischen Stadium der Krankheit
nachzuweisen. Da der verwendete Test auf einem herkdmmlichen Immunoassay-
verfahren basiert, kann er die labortechnischen Anforderungen an einen routine-
mafig im Spenderscreening eingesetztes Testsystem erfiullen. Aufgrund der
Schlusselposition von kontaminiertem Blut und Blutprodukten fir die sekundare
Ausbreitung der Krankheit, haben wir in der vorliegenden Studie primar Proben

von Blutspendern mit einem anti-Prionin ELISA getestet.

1.2 Ziele der Studie

Kontaminiertes Blut und Blutprodukte gelten als eine Quelle moéglicher vCJD
Sekundarinfektionen. Priméares Ziel dieser Arbeit war es daher, Aufschlisse uber
das Vorhandensein von Prioninen im Blut einer Population von Blutspender zu
erlangen. Hierfir wurden Blutproben von 520 méannlichen und 420 weiblichen
gesunden Blutspendern, welche die Kriterien der Deutschen Gesellschaft flr
Transfusionsmedizin und Immunhamatologie (DGTI) sowie die des Universitatskli-
nikums Hamburg-Eppendorf (UKE) zur Blutspende erfillten, mit dem BSE PLUS™
(hc) Testkit der Firma Altegen (Altegen Corp., Hamburg, Deutschland), einem anti-
Prionin ELISA, getestet. Um einen moglichst groflen Personenquerschnitt zu ge-

wahrleisten, erfolgte die Auswahl der Spender zufallig.



Neben dem Blut gesunder Spender wurden aul3erdem Proben von Patienten der
neurologischen Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
(UKE) mit dem BSE PLUS™ (hc) Test (Altegen) untersucht. Alle untersuchten
Patientenproben stammten von Patienten, bei denen wahrend eines stationaren
Aufenthaltes eine Liquordiagnostik im Liquorlabor der neurologischen Kilinik

durchgefuhrt wurde.

Des Weiteren sollten Handhabung und Praktikabilitat des verwendeten BSE PLUS
™ (hc) Testsystems Uberprift werden. Das Testkit sollte auf seine Einsetzbarkeit

im Rahmen des routinemal3igen Blutspenderscreenings hin gepruft werden.

2 Einleitung

2.1 Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE)

Die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien sind eine Gruppe von sowohl
bei Menschen, als auch bei Tieren auftretenden neurodegenerativen Erkrankun-
gen. Die Krankheiten kdnnen spontan, genetisch oder auch infektids bedingt sein.
Die bekanntesten TSE bei Tieren sind die seit dem 18. Jahrhundert bekannte
Scrapie, die bei Schafen und Ziegen auftritt und die 1986 erstmalig in Grol3britan-
nien beschriebene bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) des Rindes. Weite-
re bei Tieren auftretende TSE sind die feline spongiforme Enzephalopathie (FSE),
die transmissible Mink Enzephalopathie (TME), die bei nordamerikanischen Lang-
ohrhirschen und Wapitis auftretende chronic wasting disease (CWD) und die exo-
tic ungulate encephalopathie (spongiforme Enzephalopathie der exotischen
Wiederkauer). Beim Menschen sind die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Creutzfeldt-
Jakob disease; CJD), die variante Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJK), die fatale
familiare Insomnie (FFI), das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS)
und Kuru bekannt (43, 74).



All diesen Krankheiten gemein sind ihre lange Inkubationszeit, der immer tédliche
Verlauf und ihre Ubertragbarkeit. Das klinische Bild der humanen TSE ist von
unterschiedlich stark ausgepragter Demenz und unspezifischen Verhaltensande-
rungen gekennzeichnet. Dazu treten verschiedenste neurologische Symptome wie
Ataxie, Myoklonien oder auch Dysarthrie auf (99). Histopathologisch ist eine licht-
mikroskopisch erkennbare spongitése Degeneration des Parenchyms von Grol3-
und Kleinhirn typisch. Begleitet wird diese Degeneration von Nervenzellverlust,
gesteigerter Astrozytenproliferation und Mikrogliaaktivierung (46). Zeichen einer
zellularen Immunantwort fehlen dagegen vollig. Als spezifisches Merkmal kénnen
je nach Krankheitstyp verschieden stark ausgepragte amyloide Ablagerungen, die
so genannten Kuru-Plaques, nachgewiesen werden (75). Der Auspragungsgrad

dieser Veranderungen ist jedoch einer starken Variationsbreite unterworfen.

Die Ubertragbarkeit transmissibler spongiformer Enzephalopathien konnte fiir
Scrapie bereits 1936 auf experimentellem Weg gezeigt werden (39). 1959 fiihrte
dann die von Hadlow diskutierte neuropathologische Ahnlichkeit zwischen Scrapie
und Kuru zu weiteren Ubertragungsexperimenten (55). Kuru ist eine bei den Fore,
einem steinzeitlichen Volksstamm in Papua-Neuguinea auftretende TSE. Die
Krankheit wurde wahrscheinlich durch rituellen Kannibalismus, bei dem auch die
Gehirne Verstorbener verzehrt wurden, innerhalb des Stammes Ubertragen. Seit
dem Verbot dieser Praktiken in den spaten 1950er Jahren waren die Fallzahlen
stark rucklaufig und es konnten keine neuen Félle bei Personen, die nach der
vollstdndigen Durchsetzung des Kanniballismusverbotes geboren wurden, beo-
bachtet werden (33). Durch Inokulationsexperimente konnte Kuru auf Schimpan-
sen Ubertragen werden. Die Affen wurden hierbei durch das Gehirnhomogenat
von Kuru Patienten mit der Krankheit infiziert (45). Ebenfalls an Primaten konnte
1968 die Ubertragbarkeit der CIJK gezeigt werden (42). Auch fir das 1936 erstma-
lig beschriebene Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom und die erst seit 1992
als eigenstandiges Krankheitsbild bekannte Fatale Familiare Insomnie ist die U-
bertragbarkeit heute belegt (32, 82).

Als Ursache der transmissiblen spongiformen Enzephalopathien wurde aufgrund
der langen Latenzzeiten bis zum Krankheitsausbruch zunéchst eine so genannte

slow virus-Infektion mit einem sich sehr langsam vermehrenden Virus als Erreger



vermutet (119). Neben den ungewdhnlich langen Inkubationszeiten, fiel jedoch
auch die Resistenz des Erregers gegentber herkbmmlichen Sterilisierungsverfah-
ren auf. So blieb die Infektidsitat nach Bestrahlung mit UV-Licht, der Behandlung
mit Nukleasen und dem Autoklavieren bei 121°C tber 20 Min. erhalten. Dagegen
fuhrten proteindenaturierende Methoden, wie zum Beispiel die Behandlung mit

Harnstoff, Natronlauge oder auch Proteasen zum Verlust der Infektiositat (2, 3).

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde bereits 1967 von Griffith die Hypothese
aufgestellt, dass der Erreger der Scrapie sich ohne Nukleinsauren vermehren
kann (54). Hierauf aufbauend, entwickelte Stanley Prusiner die Prion-Hypothese.
Gemal} dieser Hypothese besteht der Erreger der TSE aus einem in seiner Se-
kundarstruktur veranderten korpereigenen Protein, dem so genannten Prion-
Protein. Prion steht hierbei fur proteinaceous infectious particle, ein von Prusiner
geschaffener Begriff, um den neuen Erreger von bereits bekannten Erregern wie

Viren und Viroiden abzugrenzen (97).

2.1.1 Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE)

Die bovine spongiforme Enzephalopathie ist die bekannteste TSE bei Tieren. Die
betroffenen Rinder fallen zun&chst durch Verhaltensdnderungen wie erhdhte Un-
ruhe und Schreckhaftigkeit auf. Eine Uberempfindlichkeit der Tiere gegeniiber
sensorischen Reizen wie Larm und Licht ist typisch. Aufféllig sind auRerdem Ab-
magerung und ein Rickgang der Milchleistung. Begleitet wird dies von im Verlauf
immer starker werdenden ataktischen Bewegungsstorungen, die bis zum plétzli-
chen Niedersturzen der Tiere fuhren konnen (126). Der Verlauf der Krankheit ist
immer todlich. Die mittlere Inkubationszeit der BSE liegt bei 5 Jahren (43). Erstma-
lig beschrieben wurde BSE 1986 bei Rindern in GroRRbritannien (123). Man nimmt
an, dass seitdem uber 2 Millionen Tiere mit BSE infiziert wurden (41). In Grol3bri-
tannien erreichte die Seuche im Jahr 1992 mit 37.000 Fallen ihren H6hepunkt.

10



Abbildung 1: Verlauf der BSE-Epidemie in Gro3britannien
(Quelle: www.defra.gov.uk)

Die Ausbreitung der BSE lasst sich auf die Verfltterung von unzureichend desinfi-
zierten Tiermehlen an Rinder zurtickfihren. Es werden dabei zwei mégliche Quel-
len als Ursprung der Epidemie diskutiert. Zum einen konnte durch die
Verarbeitung von an Scrapie verendeten Schafen der Scrapie Erreger auf Rinder
Ubertragen worden sein und dadurch BSE ausgeldst haben. Zum anderen kdnnte
BSE in niedrigen Fallzahlen schon immer in der Rinderpopulation vorhanden ge-
wesen sein und durch die Verarbeitung von erkrankten Rindern zu Tiermehl und
dessen anschlie3ender Verfutterung weiter in der Population gestreut worden sein
(20). Begunstigt wurde die Verbreitung der Krankheit durch eine Veranderung der
Herstellungsmethoden von Tiermehl in England. Anfang der 1980er Jahre wurde
die Temperatur im Herstellungsprozess auf unter 120 a bgesenkt und die Fettex-
traktion durch organische Ldsungsmittel als Verarbeitungsschritt ausgelassen.
Hierdurch wurden im Tiermehl vorhandene BSE-Erreger vermutlich nicht mehr
ausreichend inaktiviert. Verstarkt wurde die epidemische Ausbreitung der Krank-
heit auRerdem durch die lange Zeit fortgesetzte Verarbeitung von an BSE veren-
deten Rindern zu weiterem Tiermehl (125). Ein Beleg hierfur ist der Verlauf der

BSE-Fallzahlen in GolR3britannien. Diese sind seit dem so genannten feed ban,
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dem Verbot der Verfutterung von Tiermehl an Rinder im Jahr 1988, massiv ruck-
laufig (4). Der zunachst beobachtete Anstieg der Fallzahlen lasst sich auf Rinder,
die zu Beginn des Verbotes der Tiermehlverfitterung bereits infiziert waren und
sich noch in der Inkubationsphase der Krankheit befanden zurlckfihren. 2006

wurden in GroR3britannien nur noch 115 Falle gemeldet.

Deutschland galt lange Zeit als frei von BSE, da allein Félle, die sich auf aus
GroR3britannien stammende Tiere oder importiertes Futter zurickfihren liel3en,
beobachtet wurden. Mit dem Ende der passiven Uberwachung und der verpflich-
tenden Einfuhrung von BSE Tests fir Schlachtrinder im Jahr 2000 wurden jedoch
auch heimische Falle nachgewiesen. Seit dem ersten einheimischen Fall am
26.11.2000 wurden in Deutschland 408 Kihe positiv auf BSE getestet (Stand Juni
2007). Inzwischen wurden auch in fast allen anderen europdischen und einigen
aul3ereuropaischen Landern wie Japan oder Kanada BSE Falle nachgewiesen.
Die Fallzahlen liegen hier jedoch deutlich unter denen in Grof3britannien und sind
auch hier ricklaufig. Seit Ende 2000 gilt ein europaweites Verfltterungsverbot von

Tiermehlen an Wiederkauer (9).

2.1.2 Creuzfeldt-Jakob-Krankheit

Die zunachst als spastische Pseudosklerose bezeichnete Creutzfeldt-Jakob
Krankheit (Creutzfeldt-Jakob disease; CJD) wurde erstmalig 1920/21 von den
deutschen Neurologen Hans Gerhardt Creutzfeldt und Alfons Maria Jakob be-
schrieben (38, 70). Die Krankheit tritt weltweit mit einer Inzidenz von etwa
1:1.000.000 Einwohner auf (84). Es kann dabei zwischen einer sporadischen,
einer familiar-hereditaren und einer iatrogen bedingten Krankheitsform unterschie-
den werden. Mit einem Anteil von etwa 90% der Erkrankungen Uberwiegt die spo-
radische Form der CJD, familiar-hereditar bedingt sind etwa 10-15% der Falle. Der
Altersgipfel der sporadischen CJD liegt im 7. Lebensjahrzehnt, Patienten mit fami-

liarer oder iatrogen bedingter Form erkranken haufig friher (43).

12



Die klinisch-symptomatische Phase der Krankheit beginnt oft zun&chst mit Schlaf-
storungen, Gewichtsabnahme und depressiven Personlichkeitsveranderungen.
Das Leitsymptom sind kontinuierlich zunehmende Gedachtnisstorungen. Diese
gehen, begleitet von Aphasie und rdumlicher Orientierungsstérung, im Verlauf
rasch in eine progrediente Demenz Uber. Parallel kénnen sich eine Vielzahl von
Symptomen wie Visusminderung, Diplopie, Dysarthrie, Dysphagie, Tremor, chore-
oathetotische Hyperkinesen und ataktische Gangstorungen zeigen. Typisch sind
aulRerdem spontane oder durch akustische und sensible Stimuli auslésbare My-
oklonien. Der Krankheitsverlauf ist nach dem Auftreten der ersten Symptome
schnell progredient und fuhrt im Durchschnitt innerhalb von 6 Monaten zum Tod
des Patienten (44, 84). Das Finalstadium der Krankheit ist durch zunehmenden
Rigor und Spastik des Patienten gekennzeichnet. Der Tod tritt zumeist als Folge
von Begleiterkrankungen wie  Pneumonien oder durch vegetative

Regulationsstérungen ein.

Das mikroskopische Bild der CJD ist zeigt die fur alle TSEs typischen spongifor-
men Verédnderungen im Neuropil, Nervenzellverlust, astrozytare Gliose und
Mikrogliaaktivierung. Amyloide Ablagerungen sind im Vergleich zu anderen TSE
eher selten und nur in 10-15% der Falle nachweisbar (75). Entziindungszeichen

fehlen auch im akuten Stadium der Erkrankung vollstandig.

Die Diagnose der CJD ante mortem ist schwierig, da differentialdiagnostisch eine
Vielzahl neurodegenerativer Erkrankungen wie M. Alzheimer, Chorea Huntington
und M. Parkinson in Betracht kommen. Typischerweise lassen sich im Vollbild der
Erkrankung charakteristische Veranderungen im Elektroenzephalogramm (EEG),
bestehend aus periodischen bi- und triphasischen Komplexen (periodic sharp and
slow wave complexes, PSWC), nachweisen. Die Sensitivitdit des EEG liegt bei
etwa 66% (115). Ein frih im Krankheitsverlauf beobachtetes Auftreten von PWSC
geht mit einer kiirzeren Uberlebenszeit der Patienten einher (17). Bildgebende
Verfahren zeigen eine diffuse Hirnatrophie mit begleitender Erweiterung der inne-
ren und aul3eren Liquorrdume. In der T2 gewichteten Magnetresonanztomografie
(MRT) kénnen zudem bei etwa 67% der Erkrankten signalintense L&sionen im
Stammganglienbereich nachgewiesen werden (131). Der Anstieg von 14-3-3 Pro-

tein, neuronenspezifischer Enolase (NSE), S100-Protein oder Tau-Protein im

13



Liquor, als unspezifische Marker fir den Untergang von Neuronen, kann bei der
Diagnosefindung helfen (65, 89, 90). Den grof3ten diagnostischen Wert fur die
Differentialdiagnose der CJD hat hierbei, mit einer Sensitivitdt von 94% bei einer
Spezifitat von 93%, das 14-3-3 Protein.

Tabelle 1: Diagnosekriterien der CJD (nach WHO)

Kriterien

Sicher Neuropathologisch gesicherte spongiforme Enzephalo-
pathie

Wahrscheinlich 1. Rasch progrediente Demenz

2. Krankheitsdauer unter 2 Jahren
3. Typische EEG-Veranderungen
oder
Nachweis von 14-3-3-Protein im Liquor
Mindestens 2 der 4 folgenden klinischen Zeichen:
Myoklonien
Sehstérungen oder zerbellare Zeichen
Pyramidenbahnzeichen oder extrapyramidale
Stérungen
Akinetischer Mutismus
Klinische Kriterien erfullt
2. Keine typischen EEG-Veranderungen
und
Kein 14-3-3-Protein im Liquor

=

Maglich

Die in Tabelle 1 dargestellten Diagnosekriterien der Weltgesundheitsorganisation
(world health organisation; WHO) unterscheiden zwischen sicheren, wahrscheinli-
chen und mdglichen Fallen der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit. Die endgiltige Diag-
nose kann allerdings nur post mortem, durch den immunhistochemischen

Nachweis der pathologischen Form des Prionproteins gestellt werden.

Die Ursache fur das Auftreten der sporadischen CJD ist unbekannt. Es ist jedoch
bekannt, dass das homozygote Vorkommen von Methionin oder Valin im Codon
129 des Prionprotein-Gens (PRNP) ein pradisponierender Faktor fiir ein mogliches

Erkranken ist. Homozygote Genotypen sind bei Patienten mit sporadischer CJD

14



(71,6% MM, 16,7% VV) im Vergleich zur Normalbevdlkerung (37% MM, 12% VV)
deutlich tGberreprasentiert (92).

Die familiaren Formen der CJD (familiar Creutzfeldt-Jakob disease; fCJD) sind von
der sporadischen oft weder klinisch noch pathologisch abgrenzbar. Bei betroffe-
nen Patienten finden sich jedoch héaufig lAngere Krankheitsverlaufe und ein frihe-
rer Krankheitsbeginn. Die E200K-Mutation, eine Punktmutation im Codon 200 des
PRNP, stellt mit ca. 50% der Falle die haufigste Ursache der fCJD dar. Daneben
sind noch verschiedene weitere Punkt- und Insertionsmutationen, die eine fCJD
auslosen, bekannt. Die Penetranz dieser PRNP Mutationen betragt nach heutiger
Erkenntnis 100 % (51). Auch das Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom und
die fatale familliare Insomnie lassen sich auf Mutationen im Prionproteingen zu-

rackfuhren.

Der erste Fall einer iatrogenen Ubertragung der CJD (iatrogen Cerutzfeldt-Jakob
disease; iCJD) wurde 1974 veroffentlicht. Die Krankheit wurde hierbei durch das
Korneatransplantat eines an CJD erkrankten Spenders Ubertragen (42). Heute
sind auRerdem Falle von iatrogener Ubertragung durch neurochirurgische Instru-
mente, EEG-Tiefenelektroden, Dura mater-Transplantate und durch aus Leichen-
hypophysen gewonnenes Gonadotropin und humanes Wachstumshormon (human
growth hormon; HGH) bekannt (19). Den zahlenmé&lRig grof3ten Anteil an iatrogen
Ubertragener CJD hat dabei die Transmission durch kontaminiertes HGH. Die
Inkubationszeit bei iatrogener Ubertragung ist in ihrer Dauer abh&ngig vom Ort
des Kontaktes mit kontaminiertem Material. So betragt die Inkubationszeit bei
intracerebralem Kontakt durch neurochirurgische Instrumente im Mittel 20 Monate,
wahrend bei peripherem Kontakt mit infektiosem Material, wie durch die Applikati-
on von Hypophysenhormonen, eine mehrere Jahre dauernde Inkubationszeit folgt.
Auch klinisch &uRRert sich eine periphere Infektion zunachst durch Symptome wie
Gangunsicherheit und Ataxie, wahrend Demenz erst spater im Krankheitsverlauf
auftritt. Bei zentraler Infektion steht dagegen zunéchst eine fortschreitende De-
menz im Vordergrund der Symptome (43).
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2.1.3 Variante Creutzfeldt-Jakob Krankheit (vCJD)

Die 1996 erstmals beschriebene variante Creutzfeldt-Jakob Krankheit (variant
Creutzfeldt-Jakob disease; vCJD) gilt aufgrund von epidemiologischen und expe-
rimentellen Beobachtungen als die humane Form der bovinen spongiformen En-
zephalopathie. Dieser Zusammenhang wurde schon von den Erstbeschreibern der
Krankheit aufgrund des zeitlichen und ortlichen Zusammentreffens der BSE-
Epidemie mit dem erstmaligen Auftreten der vCJD in GroR3britannien postuliert
(128). Auch unterschied sich das klinische Bild der ersten beobachteten Falle so
deutlich von dem der bekannten sCJD, dass der Verdacht einer neuen, durch BSE
ausgelosten, Variante der Krankheit nahe lag. Durch verschiedene experimentelle
Befunde gilt diese Hypothese heute als weitgehend bestatigt. So ruft die intraze-
rebrale Inokulation von vCJD und BSE Material in genetisch homogene Inzucht-
mause ein in seinen histopathologischen Eigenschaften und der Inkubationszeit
identisches Krankheitsbild hervor, welches sich von den durch sCJD oder Scrapie
hervorgerufenen Lasionsprofilen deutlich unterscheidet (22). Auch in transgenen
Méausen, welche das bovine Prionprotein exprimieren, konnten diese Befunde
bestatigt werden (111). Des Weiteren zeigen Western-Blot Analysen von nach
Proteinase-K-Behandlung aus BSE und vCJD Material isolierten Prionen, ein fast
identisches Bandenmuster, welches sich vom Glykolisierungsmuster bei anderen
TSEs unterscheidet (59).

Neuropathologisch zeigen sich bei der vCJD wie bei anderen TSE Nervenzellver-
lust, astrozytéare Gliose und spongiforme Degeneration. Spongiforme Veranderun-
gen lassen sich insbesondere in Nucleus caudatus, Putamen und Cerebellum
nachweisen (61). Amyloide Ablagerungen treten bei der vCJD besonders ausge-
pragt auf. Typischerweise findet sich hier eine zentrale Amyloidplaque, welche von
einem Ring von Vakuolen umgeben ist. Aufgrund dieses ,blltenartigen” Erschei-
nungsbildes werden die Ablagerungen auch als floride Plaques bezeichnet. Bei
anderen Formen der CJD wurden Plaques in dieser Auspragung bisher nicht beo-
bachtet, sie scheinen somit spezifisch fur die vCJD zu sein (74, 129). Im Gegen-

satz zu anderen TSEs lasst sich bei vCJD pathologisches Prionprotein in gré3erer
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Konzentration auch in peripheren lymphoretikularen Geweben wie Tonsillen oder

auch darmassoziertem lymphatischen Gewebe nachweisen (60, 121).

Auch das klinische Bild der vCJD unterscheidet sich von dem der sporadischen
Creutzfeldt-Jakob Krankheit. So sind die Patienten im Vergleich deutlich jinger,
der Altersmedian zum Zeitpunkt des Auftretens von Krankheitssymptomen betragt
26 Jahre. Zum Zeitpunkt des Todes sind die Patienten im Schnitt 28 Jahre alt (61).
Die sCJD kommt dagegen im Alter unter dem 40. Lebensjahr kaum vor. Im Ge-
gensatz zur klassischen Creutzfeldt-Jakob Krankheit stehen im klinischen Verlauf
der vCJD anfanglich psychiatrische Symptome im Vordergrund. Die Betroffenen
fallen oft zunachst durch psychatrische Symptome wie plétzliche Zuriickgezogen-
heit, neu auftretende Angstzustande, Apathie oder auch Depressionen auf (127).
Im weiteren Verlauf entwickeln die Patienten distal betonte Par- und Dysasthesien,
die den gesamten Krankheitsverlauf Uber persistieren. Zur Entwicklung einer De-
menz kommt es erst im spateren Verlauf. Auch Ataxie, Myoklonien und choreati-
forme Bewegungsstorungen treten erst nach durchschnittiche neunmonatiger
Krankheitsdauer auf. Im Endstadium der vCJD sind die Patienten akinetisch mu-
tistisch, sie reagieren nicht auf aul3ere Reize und zeigen keinerlei Spontanbewe-
gungen. In diesem Stadium ist klinisch keine Unterscheidung zu anderen Formen
der Creutzfeldt-Jakob Krankheit mehr moglich. Der Tod tritt ebenso wie bei ande-
ren Formen der CJD als Folge inkurrenter Infektionen, oder auch als Folge throm-
bembolischer Komplikationen ein. Die Krankheitsdauer der vCJD ist mit einem
Median von 13 Monaten etwa doppelt so lang wie bei der sporadischen Form (96,
129).

Die klinische Diagnose der vCJD ist im Vergleich zur Diagnose anderer CJD For-
men erschwert. So lassen sich im Krankheitsverlauf keine der fir die sCJD typi-
schen EEG Veranderungen nachweisen. Auch die sonst zur Diagnose
herangezogene Veranderung der Liquorproteine tritt bei der vCJD deutlich selte-
ner auf. Erhohte 14-3-3 Konzentrationen im Liquor konnten im Gegensatz zur
sCJD nur bei 45 % der untersuchten Patienten nachgewiesen werden (53). Spezi-
fische, fur die vCJD typische Befunde, die eine Abgrenzung zur sCJD ermdglichen
kénnen, zeigen sich jedoch in der Kernspintomographie. Hier lassen sich bei 78%

der Patienten bilaterale Signalanhebungen im hinteren Thalamus nachweisen
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(129). Dieses als pulvinar sign bezeichnete Signalmuster gehdrt aufgrund seiner
hohen Spezifitdt und Sensitivitat zu den offiziellen Diagnosekriterien der WHO. Zur
Diagnose der vCJD am Lebenden lassen sich aul3erdem Tonsillenbiopsien heran-
ziehen. Im Gegensatz zur sCJD, bei der nur sehr geringe Konzentrationen von
Prionen in extraneuralen Geweben nachgewiesen werden konnen (50), lasst sich
bei der vCJD regelhaft pathologisches Prionprotein in lymphoretikularen Geweben
nachweisen (58).

Anhand dieser Befunde wurden auch fiir die vCJD eigene Diagnosekriterien auf-

gestellt. Neben einer Kombination klinischer Symptome beinhalten diese als einzi-
ge technische Untersuchung die Kernspintomografie (Tabelle 3).

Tabelle 2: Diagnosekriterien der vCJD (nach WHO)

I

a) fortschreitende neuropsychiatrische Erkrankung

b) Krankheitsdauer > 6 Monate

c) Ausschluss alternativer Diagnosen durch Routineuntersuchungen
d) Ausschluss einer iatrogenen Erkrankungsform

e) kein Hinweis auf eine familiare/genetische Prionerkrankung

I

a) psychiatrische Symptome frith im Verlauf

b) persistierende schmerzhafte Dysasthesien

c) Ataxie

d) Myoklonien, choreatiforme Bewegungen oder Dystonie
e) Demenz

1]
a) keine PSWC im EEG oder EEG nicht erhoben
b) Signalanhebungen im posterioren Thalamus im MRT

AV
a) positive Tonsillenbiopsie
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Die Diagnose der vCJD gilt als gesichert, wenn la vorliegt und eine vCJD neuropa-
thologisch bestétigt ist. Die Diagnose ist wahrscheinlich, wenn |, 4 von 5 Kriterien
aus Il und 1l erfallt sind oder wenn | und IV erfullt sind. Eine mogliche Diagnose

liegt vor, wenn I, llla und 4 von 5 Kriterien aus Il vorliegen.

Die primare Infektion des Menschen mit vCJD erfolgte nach heutiger Erkenntnis
Uber die Nahrungskette durch die Aufnahme von mit BSE belastetem Rindermate-
rial (122) So lasst sich das Auftreten von so genanten Clustern, also Gebieten mit
deutlich héheren vCJD Fallzahlen, in GroRRbritannien wahrscheinlich auf regionale
Methoden der Fleischverarbeitung zuriickfihren. Hierbei sollen insbesondere
hochinfektiose Risikomaterialien wie Hirn und Rickenmark in den Verarbeitungs-

prozess mit eingeflossen sein (40).

Alle bisher aufgetretenen klinischen vCJD Falle wurden bei Patienten, welche
homozygot fur Methionin im Codon 129 des Prionprotein Gens waren, beobachtet.
In einem Fall konnte vCJID spezifisches Prion-Protein bei einem Patienten mit
heterozygotem Genotyp nachgewiesen werden. Dieser zeigte jedoch keine Klini-
schen Symptome der Krankheit (79). Dartber,ob Personen mit heterozygotem
oder Valin-homozygotem Genotyp erst nach langerer Inkubationszeit Krankheits-
symptome zeigen oder madglicherweise einen anderen Klinisch-pathologischen
Phanotyp entwickeln, liegen zum heutigen Zeitpunkt keine Erkenntnisse vor. Auch

ein asymptomatischer Tragerstatus erscheint hier maglich.

2.2 Ubertragbarkeit transmissibler spongiformer Enzephalo-

pathien durch Blut

Fur das Risiko der Ubertragbarkeit transmissibler spongiformer Enzephalopathien
durch Blut und Blutprodukte existieren widersprtichliche Ergebnisse. Fir die schon
lange bekannte sCJD ergeben epidemiologische Beobachtungen keinerlei Hinwei-
se auf eine Ubertragung der Krankheit durch Blut oder Blutprodukte. So bleibt die
weltweite Inzidenz der Krankheit mit einer Zahl von 1:1 Million trotz eines steigen-
den Verbrauches von Blutkonserven seit Jahren konstant. Weiterhin lasst sich
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auch in Fallkontrollstudien kein erhohtes Auftreten der Krankheit bei Personen, die

Bluttransfusionen oder Blutprodukte erhielten, beobachten (35).

Im Gegensatz zur sCJD lasst sich bei der vCJID ein deutlich erhdhter Erregerge-
halt in peripheren Geweben nachweisen, wodurch das Risiko flir eine Weiteriiber-
tragung der Krankheit erhoht wird (21, 56). Hohe Erregerkonzentrationen finden
sich insbesondere in lymphatischen Geweben wie der Milz, den Tonsillen und im
darmassozierten lymphatischen Gewebe. Das pathologische Prionprotein (PrP*%)
ist hier bereits in einem frilhen Stadium der Erkrankung, vor dem Auftreten von
PrP* im ZNS nachweisbar (121). Es wird angenommen, dass insbesondere folli-
kulardendritische Zellen als Reservoir fiir pathologisches Prionprotein im lymphati-
schen Gewebe dienen (15). Im Blut sind wahrscheinlich vor allem zirkulierende
Lymphozyten und dendritische Zellen fur den Transport und damit die Ausbreitung
des PrP* verantwortlich (12, 66).

Es existiert eine Vielzahl von tierexperimentellen Untersuchungen zur Frage der
Infektiositat von Blut und Blutprodukten bei transmissiblen spongiformen Enzepha-
lopathien. Hierbei konnte eine Ubertragung von TSEs bei natiirlich infizierten Tie-
ren nie nachgewiesen werden. Bei experimentell infizierten Tieren war in
verschiedenen Versuchsanordnungen die Infektiositdt von Blut prinzipiell nach-
weisbar. Viele dieser Ubertragungsexperimente fielen jedoch durch methodische
Ungenauigkeiten, wie zum Beispiel die Verwendung von intrazerebraler statt intra-
vendser Inokulation oder Speziesbarrieren innerhalb der Versuchsanordnung auf
(6). Auch waren die Ergebnisse oft nicht reproduzierbar. Durch die Verwendung
von Nagetieren als Versuchstiere bestand weiterhin das Problem, dass nur sehr
geringe Mengen von infektiocsem Material transfundiert werden konnten (16). In
einer Versuchsanordnung mit Schafen, bei denen aufgrund der KorpergrofRe gro-
Rere Mengen transfundiert werden konnen, konnte die Ubertragbarkeit von Scra-
pie und BSE durch Transfusion von Vollblut und buffy coat Praparaten gezeigt
werden (64). Die Ubertragung der Krankheiten gelang hier auch mit innerhalb der
Inkubationszeit der Krankheiten gewonnenen Spenderpraparaten (67).

Die Ubertragung der vCJD von Mensch zu Mensch durch Transfusion gilt inzwi-

schen in drei Fallen als wahrscheinlich. Alle drei Patienten hatten Bluttransfusio-
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nen von Spendern, die spater an vCJD erkrankten, erhalten und wurden im Rah-
men der national CJD surveillance unit in GroRRbritannien beobachtet (80, 93, 130).
Alle der transfundierten Erythrozytenkonzentrate waren nicht leukozytenreduziert.
Zwei der Empfanger entwickelten eine klinische vCJD. Diese beiden Patienten
waren Methionin homozygot am Codon 129 des Prionprotein-Gens. Der dritte
Patient verstarb 5 Jahre nach Transfusion eines Erythrozytenkonzentrates an
einem rupturierten Aortenaneurysma. In der anschliel3end durchgefihrten Autop-
sie konnte pathologisches Prion-Protein in Milz und Lymphknoten nachgewiesen
werden. In diesem Fall fand sich am Codon 129 des Prionprotein Gens ein hete-
rozygoter Genotyp. Die Fallberichte kénnen als Beleg fiir eine Ubertragbarkeit der
vCJD durch Blut bereits in der praklinischen Phase der Krankheit angesehen wer-
den (57).

2.3 Prionen

Die 1982 erstmalig veroffentlichte Prionenhypothese besagt, dass der Erreger der
transmissiblen spongiformen Enzephalopathien vorwiegend oder ausschlie3lich
aus einem in seiner Konformation veranderten korpereigenen Protein, dem Pri-
onprotein (PrP) besteht (97). Die Umwandlung der normalen zellularen Isoform
des Prionproteins (PrP®) in seine in der Sekundarstruktur veranderte Form, das
Scrapie PrP (PrP*) stellt nach der Prionhypothese den initialen Faktor fur die
Entstehung von transmissiblen spongiformen Enzephalopathien dar. PrP* ist
gemal dieser Hypothese das Ubertragbare Agens der TSEs.

Stanley Prusiner gelang es 1982, aus dem Gehirn von mit Scrapie infizierten
Hamstern, ein infektioses Agens, welches ausschlie3lich aus Protein zu bestehen
schien, nachzuweisen (85). Aus dem Gehirnhomogenat der Tiere wurde nach
Aufreinigung mit Proteinase K ein 27-30 kDa schweres Protein, das PrP27-30
isoliert. Sequenzierung des N-terminalen Endes dieses Proteins ermdglichte den
Nachweis der entsprechenden Messenger RNA und dadurch die ldentifizierung
des korespondierenden Gens, welches vom wirtseigenen Genom kodiert wird

(88). Das Prionproteingen (PRNP) ist auch im gesunden Organismus aktiv, es
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wird also auch hier Prion-Protein gebildet, ohne eine Erkrankung auszulésen (28).
Obwohl sich das zellulare Prion-Protein in seiner Primarstrukur nicht von der infek-
tiosen Form unterscheidet (113), besitzen beide Proteinformen stark unterschiedli-
che biochemische und biophysikalische Eigenschaften. Zellulares PrP ist im
Gegensatz zu PrP* empfindlich gegeniiber Proteinase K und I6slich in nicht-
ionischen Detergentien. AulRerdem ist es nie infektids (88). Durch spektroskopi-
sche Strukturanalysen liel3en sich deutliche Unterschiede in der Sekundéarstruktur
der Proteine nachweisen. So besitzt PrP¢ einen a-helikalen Anteil von 42% und
nur etwa 3% B-Faltblatter. PrP®® dagegen liegt in einer von B-Faltblattern dominier-
ten Sruktur vor (91). In dieser Konformationsédnderung liegen nach Prusiner die
unterschiedlichen Eigenschaften der beiden Proteinformen begriindet. Mit dem
Uberwiegen der B-Struktur verandert sich das Loslichkeitsverhalten von PrP*¢ und
es verliert die Empfindlichkeit gegenliber Proteinase K. Die veradnderte Struktur
beglnstigt auRerdem eine Tendenz zur Aggregatbildung. PrP* lagert sich im
Gehirn der betroffenen Individuen ab und fuhrt hier zu den bekannten makroskopi-

schen und mikroskopischen Veranderungen wie spongitéser Degeneration und

Amyloidablagerung (85).

Abbildung 2: Sekundarstruktur von PrP¢ (links) und PrP*¢ (rechts); PrP*° besitzt
gegeniiber PrP¢ eine deutlich ausgepragte B-Faltblattstruktur (in tirkis dargestellt;

entnommen aus (31))
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Das PRNP lasst sich bei allen untersuchten Saugetieren und auch bei weiter ent-
fernten Arten, wie Vogeln nachweisen. Das Gen weist dabei einen hohen Grad an
Homologie auf, so besteht auf Aminosaurenebene unter Primaten eine Uberein-
stimmung von 93-99% (109). Das PRNP gehort damit zu den hochkonservierten
Genen, was auf eine wichtige Funktion des kodierten Proteins hindeutet.

Das PRNP verschiedener untersuchter Spezies ist sehr ahnlich aufgebaut. Das
Gen besitzt immer eine relativ einfache Struktur und besteht je nach Spezies aus
2 bis 3 Exons, wobei der proteinkodierende Teil nie durch ein Intron unterbrochen
wird (63). Das humane PRNP ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 20 lokali-
siert und besitzt zwei Exons und einen Intron. Der open reading frame und damit

der gesamte proteinkodierende Teil des Gens liegt auf dem zweiten Exon (101).

GPI-Anker
CHO CHO
Signalpeptid Oktarepeats 18 ‘ ‘197 l
1
1-22 179 214  231-254
S-S

Abbildung 3: Priméarstruktur des humanen Prion-Protein Gens; CHO= Glykosylie-
rungsstellen; SS= Disulfidbriicke. Die Zahlen beziehen sich auf die

Aminosaurenposition (modifiziert nach (63)).

Das primare Translationsprodukt des PRNP, das PrP® besteht beim Menschen
aus 253 Aminosauren. Am N-terminalen Ende besitzt das humane PrP° eine 22
Aminosauren lange Signalsequenz mit deren Hilfe es in das endoplasmatische
Retikulum transportiert wird. Hier wird die Signalsequenz abgespalten und das C-
terminale Ende des Proteins beim Anhangen eines Glycophosphatidylinositol-

(GPI)-Ankers am Serinrest 231 um 23 Aminosauren verkirzt (114). Im Golgi-

23



Apparat erfolgen weitere posttranslationale Modifikationen. So wird zwischen
Cystein 179 und 214 eine stabilisierende Disulfidbriicke ausgebildet und es kommt
zur Glykosylierung von Asparagin an Position 181 und197. Am N-terminalen Ende
befinden sich aul3erdem in der Aminosaurenregion 51-90 funf hintereinander lie-
gende, glycin- und prolinreiche Wiederholungssequenzen (Oktarepeats). Das reife
PrP¢ wird an die Zelloberflache transportiert und mit Hilfe des GPI-Ankers an der
Zellmembran verankert, wo es in cholesterinreichen, caveolae-ahnlichen Regio-
nen vorliegt (116). PrP® wird vorwiegend an der Oberflache von Neuronen expri-
miert, die hochste Konzentration liegt dabei am synaptischen Spalt vor. Hohe
Konzentrationen von PrP°¢ lassen sich auBerdem in lymphatischen Geweben nach-
weisen. Das Protein wird hier vor allem von follikulardendritischen Zellen und

Lymphozyten exprimiert (83).

Die Konversation von PrP¢ zu PrP® ist vermutlich ein spaterer posttranslationeller
Prozess. Es ist zum heutigen Zeitpunkt noch unklar in welchem Zellkompartiment
diese Umfaltung stattfindet. Diskutiert werden spate endosomale Kompartimente
und Lysosomen (5, 77) oder auch die direkte Umfaltung an der Zellmembran (25).
Der genaue Mechanismus, der zu dieser Umwandlung fihrt, ist unbekannt und es
existieren verschiedene Modelle zur Erklarung. Die am héaufigsten diskutierten
Modelle sind das von Prusiner entwickelte Heterodimer- oder Umfaltungsmodell

und das Keimbildungs- oder Nukleationsmodell nach Lansbury (36).

Das von Lansbury entwickelten Modell geht davon aus, dass ein naturliches
Gleichgewicht zwischen PrP¢ und PrP*¢ besteht. Dabei ist im Normalzustand die
PrP° Form beglnstigt. PrP* Monomere kénnen jedoch zur gegenseitigen Stabili-
sation Aggregate bilden. Wenn dieses initiale PrP®® Aggregat eine kritische Masse
Uberschreitet und einen so genannten ,Kristallisationskeim“ ausbildet, kommt es
zu einer Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes zu Gunsten von PrP*°, Es
kommt nun zu einer stetigen Bildung und Anlagerung von weiteren PrP* Monome-
ren (24).

Das Heterodimer- oder Umfaltungsmodell nach Prusiner beruht auf der Annahme,

dass ein PrP* Molekil ausreicht, um eine Kettenreaktion in Gang zu bringen und

dadurch PrPc in die infektiose Form zu konvertieren. GemaR Prusiner liegt PrP® im
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Gleichgewicht mit einer metastabilen Konformation, dem PrP*. Der Ubergang in
die metastabile Konformation ist energetisch stark erschwert. PrP* kann jedoch an
einen bis heute nicht identifizierten, spezifischen Faktor binden (72). Dieser als
Faktor X bezeichnete Faktor stabilisiert den metastabilen Zustand, und ermdéglicht
es so PrP* an diesen Komplex zu binden. Durch die Interaktion mit PrPsc wird
PrP* ebenfalls in PrP* umgewandelt. Der Komplex zerfallt und das neu entstan-
dene PrPsc kann nun in einer Kettenreaktion weiteres PrP® umwandeln. Das initial
benétigte PrP*® kann exogen zugefihrt werden, zum Beispiel im Rahmen einer
Infektion, oder endogen gebildet werden. Hier kann die PrP*® Entstehung durch
Mutationen, welche die Struktur des PrP°¢ destabilisieren, ausgeldst werden. Durch
die Einfuhrung von Faktor X als notwendigen Faktor fur die Prionen-Replikation,
lassen sich auch die in Ubertragungsexperimenten beobachteten Speziesbarrie-
ren erklaren. Wenn Faktor X als speziesspezifischer Faktor bevorzugt Komplexe
mit ,eigenen” Prionen bildet, so kann dadurch die Komplexbildung mit artfremden
Prionen erschwert sein (100).

Die genaue Funktion des PrP¢ ist bis heute unbekannt. So waren PrP° Knock-out
Mause (PrP0/0-Mause), also Tiere ohne endogene Prionprotein Expression, pha-
notypisch unauffallig. Im Vergleich zu normalen Mausen waren sowohl das Verhal-
ten der Tiere, als auch ihre Lebenszeit normal (23). In weiteren Studie konnte
jedoch gezeigt werde, das der zirkadiane Rhythmus der PrP 0/0-Méause gestort
war (118). Nach einer Arbeit von Collinge et al. sind die neuronalen Aktionspoten-
tiale gegenuber denen normaler Mause verzogert (34). Dies konnte in spateren
Arbeiten jedoch nicht bestatigt werden (79). Aufgrund seiner Fahigkeit, Kupferio-
nen zu binden, konnte PrP° eine Funktion in der Regulation des Kupferhaushaltes
spielen. In Abhangigkeit von der Menge gebundener Kupferionen scheint PrP°
aul3erdem Uber eine antioxidative Funktion zu verfiigen (13). Weiterhin werden die
Funktion als Superoxiddismutase und auch eine mdgliche Rolle in der intrazellula-
ren Signaltransduktion fiir PrP° diskutiert (14, 85).
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2.4 Prionine

Die Prioninhypothese beruht auf einem die Priontheorie ergdnzenden und
weiterflhrenden Ansatz. Prionine sind nach dieser Hypothese das antigen
wirkende Proteinprodukt eines alternativen, im Bereich des Prionprotein-Gens
lokalisierten Gens. Die Expression dieses Gens ist nach der Prionin-Hypothese
der initiale, krankheitsauslosende Faktor fur transmissible spongiforme
Enzephalopathien. Die gebildeten Prionine kénnen sich an vorhandenes PrP°

anlagern, und so die Konformationsanderung zu PrP*¢ bewirken.

Mit Hilfe computergestitzter Analysen lasst sich im offenen Leserahmen des Pri-
on-Gens verschiedener untersuchter Spezies ein komplettes inneres Gen mit
Regulations- und Transkriptionssequenzen nachweisen. Gemal der Prioninhy-
pothese bewirkt eine frameshift Mutation im Prion-Gen die Expression dieses
alternativen Gens. Als auslosende Ursache hierfir werden Spontanmutationen,
virale oder bakterielle Infekte, Umwelttoxine oder auch die Anwesenheit von

Fremdprioninen postuliert.

Prionine besitzen spezifische antigene Sequenzen, die die Unterscheidung zwi-
schen Prioninen verschiedener Spezies ermoglichen. Nach ihrer Herkunft und der
vermuteten Assoziation mit Transmissiblen spongiformen Enzephalopathien wer-
den Schaf-Prionine als scrapie associated prionin (SCRAPAS), Rinder-Prionine
als bovine spongiform encephalopathy associated prionin (BSAS) und menschli-
che Prionine als Creutzfeldt-Jakob associated prionin (CJAS) bezeichnet. Prionine
rufen im Gegensatz zur fehlgefalteten Prion-Protein Form eine Immunantwort des
betroffenen Organismus hervor, da sie als normalerweise nicht gebildetes Protein
vom Immunsystem nicht als kdrpereigen erkannt werden. Die bei Kontakt mit
Prioninen gebildeten Antikorper richten sich gegen die spezifischen antigenen
Sequenzen der verschiedenen Prionin Epitope. Da diese AntikGrper schon sehr
frih als Reaktion auf den Kontakt mit Prioninen gebildet werden, kdnnen sie als

empfindlicher Marker fir den Krankheitsverlauf genutzt werden.
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Aus der Proteinstruktur des Prionin-Proteins lassen sich fir das Verstandnis der
Hypothese wichtige Eigenschaften der Prionine ableiten. So besitzen die Molekiile
mit etwa 28% einen hohen Anteil an Tryptophan, welcher stark hydrophobe Ei-
genschaften bedingt. Die Proteine sind dadurch nur schlecht wasserloslich, dage-
gen loslich in Fett und Zellmembranen. In den tryptophanreichen Bereichen
besitzen Prionine aul3erdem eine deutliche B-Faltblattstruktur. Hieraus ergibt sich
gemal der Prionin-Hypothese die Eigenschaft der Prionine, sich an andere Prote-
ine anzulagern, und diesen mdglicherweise eine B-Faltblattstruktur aufzuzwingen.
Alle untersuchten Prionine besitzen eine repetetive Sequenz von 9 Aminosauren
mit Homologie zur Sequenz des Prionproteins. Dies ist der wahrscheinlichste
Bereich fur die von der Prionin-Hypothese geforderte Interaktion zwischen Prioni-
nen und Prionen. Der homologe Bereich ist in der a-Struktur des PrP genau dem
Bereich gegenuberliegend, an den laut Prusiner Protein X bindet und damit die
Umwandlung von PrP¢ zu PrP*¢ katalysiert (72). AuRerdem ist er identisch mit der
Sequenz, an die im Experiment der rekombinante Antikérper D 18 bindet, und
damit die Umwandlung von PrP¢ zu PrP*¢ verhindert (94). Die Prionin-Hypothese
geht aufgrund dieser Eigenschaften der Prionine davon aus, dass diese mit Faktor
X identisch sind. Der Antikérper D 18 verhindert demnach die Entstehung von
PrP*, indem er sich an Prionine anlagert und damit ihre Bindung an PrP° verhin-
dert. Weiterhin besitzen Prionine eine Sequenz von 22 Aminosauren mit grof3er
Homologie zu einem transkriptionsaktivierenden Faktor der Schilddriise. Dieser
Bereich der Proteine kann mdglicherweise eine Selbstaktivierung des Prionin-
Gens bei Kontakt mit Prioninen bewirken.
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aa (1-25)  (26-34) (40-61)  (84)

g Membran-Anker Sequenz
(:) Homologe Doméne mit Prionproteinen

- Transkriptions aktivierende Sequenz

. Gemeinsames Epitop (SCRAPAS) ,Epitop S*

Q CJAS-spezifisches Epitop ,Epitop C*
@  BSAS-spezifisches Epitop ,Epitop B*
w Tryptophanreiche Bezirke

Abbildung 4: Struktur der Prioninepitope

Aufgrund ihrer schlechten Ldslichkeit in Wasser lassen sich Prionine nur sehr
schwer direkt in Korperflissigkeiten nachweisen. Wie bereits erlautert bildet das
Immunsystem jedoch spezifische, gegen die Prionine gerichtete Antikdrper. Diese
lassen sich mit Hilfe synthetisch hergestellter Prionin-Epitope nachweisen und
dienen damit auch als Zielmolekiil des in dieser Arbeit verwendeten BSE Plus™
(hc) Tests (Altegen).
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Kontakt mit BSE Latenzphase Symptomatische Phase
(Kontaminationsphase)

Menge

Antider - anti-BSAS IgG

l Abfall der Antikérperproduktion

anti-CJAS IgG

I f !

Kontakt mit kontaminiertem Rindfleisch

I Antikérperproduktion gegen endogenes Prionin

Abbildung 5: Postulierter Verlauf der Antikorperreaktion bei vCJD

An Versuchstieren konnte gezeigt werden, dass anti-prionin Antikdrper bereits
sehr frih nach dem ersten Kontakt des Organismus mit Prioninen gebildet wer-
den. Diese Antikdrper verhindern wahrscheinlich zunachst den Ausbruch der
Krankheit und modulieren so die Latenzzeit von transmissiblen spongiformen
Enzephalopathien. Der Beginn der symptomatischen Krankheitsphase ist jedoch
durch einen Abfall der Antikérperproduktion gekennzeichnet. Somit scheint das
Nachlassen der Immunreaktion den Ausbruch der Krankheit zu beginstigen. Im
Falle der Infektion des Menschen durch Rinder-Prionine liegen nach der Prionin-
Hypothese zunachst Antikorper gegen bovines Prionin (anti-BSAS 1gG) vor. Wird
durch diese Kontamination die variante Creutzfeldt-Jakob Krankheit ausgel6st und
es kommt zur endogenen Bildung von Prioninen, so lassen sich auch Antikorper

gegen humanes Prionin (anti- CJAS IgG) nachweisen.
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2.5 Enzyme linked immunosorbent assays (ELISA)

Immunoassays sind quantitative analytische Methoden, die die Spezifitat der Anti-
gen/Antikorper-Reaktion zum Nachweis von Analyten nutzen. Durch die Markie-
rung eines der Reaktionspartner wird dabei die Empfindlichkeit des Testsystems
erhoht. Die ersten zu Beginn der 1960er Jahre entwickelten Assays arbeiteten mit
radioaktiven Markierungen, was aufgrund des schwierigen Umgangs mit radioakti-
vem Material die Anwendbarkeit der Tests stark einschrankte. Als Alternative
wurden zu Beginn der 70er Jahre die ersten Enzymimmunoassays (EIA), die en-
zymmarkierte Antikérper nutzten, entwickelt (87). Die Enzymmarkierung fuhrte
zusammen mit der Mdglichkeit der Immobilisierung von Antikdrpern auf festen
Oberflachen zur Etablierung des Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Aufgrund der einfachen Durchfiuhrbarkeit, kombiniert mit hoher Spezifitdt und
Sensivitat, gehéren ELISAs heute zu den Standardverfahren der medizinischen
Analytik (95).

ELISAs werden auch als heterogene Enzymimmunoassays bezeichnet, da sie
eine Trennung von gebundenen und ungebundenen Reaktionspartnern erfordern.
Es liegt also immer einer der Reaktionspartner in immobilisierter, oberflachenge-
bundener Form vor. Man unterscheidet hierbei zwischen kompetetiven und nicht-
kompetetiven Verfahren. Beim kompetetiven Testprinzip konkurriert der Analyt mit
einem markierten Antigen um eine begrenzte Anzahl von gebundenen Antikdrpern
(direktes Verfahren) oder mit einem immobilisierten Antigen um einen begrenzten
in Losung vorliegenden, markierten Antikorper (indirektes Verfahren). In beiden
Fallen ist die Intensitat, der in einem zweiten Schritt durch Zugabe eines Substra-
tes bestimmten Enzymreaktion, umgekehrt proportional zur Menge an Analyt in
der untersuchten Probe. Bei nicht-kompetetiven Verfahren liegen Fanger-
Antikorper oder Fanger-Antigen im Uberschuss an eine feste Phase gebunden
vor. Im ersten Inkubationsschritt bindet der in der Probe enthaltene Analyt an den
Fanger, andere Proteine der Probe werden durch Waschen entfernt. Im zweiten
Schritt wird mit einem markierten Antikérper (Tracer), der mit einer spezifischen
Antigenen Doméane (Epitop) des gebundenen Antigens oder Antikorpers reagiert

inkubiert. Da der Analyt bei diesen Testsystemen von zwei Schichten umgeben ist,
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spricht man auch von ,Sandwich-Immunoassays” oder ,Sandwich-ELISAs" (120).
Die Aktivitat oder Konzentration des gebundenen Tracers ist hier direkt proportio-
nal zur Menge des in der Probe enthaltenen Analyten. Testsysteme mit oberfla-
chengebundenen Antikérpern (capture-Antikdrper) werden auch als antigen
capture assay bezeichnet. Sie dienen dem Nachweis von spezifischen Antigenen
in der Probe. Tests mit gebundenem Fanger- Antigen (capture-Antigen) weisen in
der Probe enthaltene Antikérper nach, und werden als antibody capture assay
bezeichnet.

anti-Prionin Antikorper

enzymmarkierter
Detektionsantikdrper

Prioninepitop

Abbildung 6: Anti-Prionin ELISA

Die direkte Bindung des Fangers an die feste Phase kann zum Verlust von Sensi-
tivitat und Spezifitat des Testsystems fihren. Um dies zu vermeiden, werden Sys-
teme zur indirekten Fixierung verwendet. Beispielhaft hierfur steht die Streptavidin-
Biotin-Technologie. Die feste Phase wird mit Streptavidin, einem 60 kD schwerem
Protein aus Streptomyces avidinii, beschichtet. Das Protein besitzt eine hohe
Bindungsaffinitat zu Biotin und kann daher leicht biotinbeschichtete Antikdrper
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oder Antigene binden. Diese Biotinylierung fuhrt zu keiner Verdnderung der Ei-
genschaften von gebundenem Antigen oder Antikdrper. Um unspezifische Reakti-
onen des Analyten mit der festen Phase zu vermeiden, wird diese nach dem
coating mit kleineren Proteinen abgesattigt. Hierfir kann zum Beispiel Rinderse-

rumalbumin verwendet werden.

Zur Markierung des Tracers kommen verschiedene Enzyme zum Einsatz. Auf-
grund ihrer hohen Empfindlichkeit und ihrer Robustheit gilt die Markierung mit
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) als Methode der Wabhl
(95). Fur die Indikatorreaktion stehen verschiedene chromogene, fluorogene oder
auch luminogene Substanzen zur Verfiugung. Aufgrund der einfachen Testauswer-
tung mittels Photometer werden zumeist chromogene Sustanzen, wie zum Bei-

spiel Tetramethylbenzidin als Substrat eingesetzt.

Der in dieser Studie verwendete anti-prionin Antikbrper Immunoassay ist ein
Sandwich ELISA mit oberflachengebundenem Antigen. Durch die Verwendung
von drei verschiedenen spezifischen Antigenen kdnnen durch das Testsystem
Antikérper gegen Schafprionine, bovines Prionin und humanes Prionin nachge-
wiesen werden. Als Tracer wird ein mit HRP markierter monoklonaler Mausanti-
korper eingesetzt. Als Substrat in der Indikatorreaktion wird hier das chromogene
Substrat OPD verwendet.
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3  Material und Methoden

3.1 Blutspenderkollektiv

In die Studie wurden gesunde Blutspender und Blutspenderinnen des Bluttransfu-
sionsdienstes (BTD) des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) aufge-
nommen. Alle Probanden nahmen freiwillig an der Studie teil und wurden anhand
eines Aufklarungsbogens uber Hintergriinde und Ziele der Studie informiert. Ne-
ben der regularen Einwilligungserklarung des BTD wurde von jedem Probanden
eine weitere, studienbezogene schriftliche Einwilligung eingeholt. Die Zustimmung
der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg zur Studie lag vor Beginn der

Untersuchungen vor.

Alle Probanden erfillten die Spenderkriterien des BTD sowie die Richtlinien der
Deutschen Gesellschaft fir Transfusionsmedizin und Immunh&matologie (DGTI)
zur Blutspende. Die Auswahl der Blutspender erfolgte zufallig, um ein moéglichst
breites Spektrum an Probanden in die Studie einzuschliel3en. Als Kriterien fir den
Ausschluss aus der Studie galten das Fehlen der unterschriebenen Einwilligungs-
erklarung sowie der spatere Widerruf der Einwilligung durch den Blutspender.
Auch Probanden, bei denen die Blutspende abgebrochen werden musste, wurden
von der Teilnahme ausgeschlossen. Die Probensammlung erfolgte von Juli 2001
bis Méarz 2002.

3.2 Probenentnahme bei Blutspendern

Die Entnahme von Blutproben erfolgte im Rahmen der reguléaren Blutspende der
Probanden. Hierbei wurde neben den bei jeder Spende routinemal3ig entnomme-
nen Proben zur Bestimmung von infektionsserologischen, hamatologischen und
klinisch-chemischen Parametern noch eine zusétzliche Serum-Monovette® (Sar-
stedt, NUumbrecht, Deutschland) zur Durchfihrung des BSE-Plus™ (hc) Tests
(Altegen) abgenommen. Venenpunktion, Uberwachung der Blutspende und Ent-
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nahme der Probenréhrchen wurde vom Personal des BTD durchgefihrt. Die Pro-
benentnahme erfolgte zum Ende der Blutspende direkt nach dem Abklemmen des
gefullten Blutbeutels aus dem noch in der Vene des Spenders liegenden Ende des

Entnahmeschlauchsystems.

3.3 Probenaufbereitung

Zur weiteren Verwendung wurden die gesammelten Proben moglichst schnell der
Aufbereitung zugefuhrt. Die Probenréhrchen wurden zur Serumgewinnung bei
2800 Umdrehungen pro Minute fir 15 Minuten zentrifugiert. Der so entstandene
Uberstand wurde mittels Pasteur-Pipetten (Rudolf Ranke Labortechnik, Hamburg,
Deutschland) abpipettiert und in Cryotube®-Roéhrchen (NalgeNunc International,
Wiesbaden, Deutschland) umgefullt. Jede Probe wurde dabei in 5 Alliquots von
jeweils etwa 1 ml aufgeteilt. Die so gewonnenen Proben wurden bei einer Tempe-

ratur von -20<C tiefgefroren und aufb ewahrt.

3.4 Laboruntersuchungen bei Blutspendern

Als hdmatologische Parameter wurden die Erythrozytenkonzentration (RBC), die
Hamoglobinkonzentration (HGB), die Leukozytenkonzentration (WBC), die Kon-
zentration der neutrophilen Granulozyten, die Monozyten-, die Lymphozyten- so-
wie die Thrombozytenkonzentration bestimmt. Die Messung dieser
Differentialblutbilder erfolgte an einem automatischen Analysegerat, dem Cell-Dyn
4000® (Abott GmbH, Wiesbaden, Deutschland). Hierbei galten die in Tabelle 3

dargestellten Richtwerte.
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Tabelle 3: Referenzbereiche fir hamatologische Parameter bei Blutspendern

Manner | Frauen
Hamoglobin (g/dl) 13,5-18,0 |13,0-16,0
Erythrozyten (10°/pl) 4,2-6,0 | 3,5-5,2
Leukozyten gesamt 3,5-10,0
(103/ul)
Neutrophile (10°/pl) 1,5-6,9
Monozyten (10°/pl) 0,0-0,9
Lymphozyten (10°/pl) 0,6-3,4
Thrombozyten (10%/ul) 140-440

3.5 Patientenkollektiv

In die Studie wurden ferner Patienten der neurologischen Klinik und Poliklinik des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf aufgenommen, bei denen im Rahmen
ihres stationaren Aufenthaltes eine Untersuchung von Blut- und Liquorproben im
Liquorlabor der Klinik erfolgte. Alle Patienten nahmen freiwillig an der Studie teil
und wurden anhand eines Merkblattes tUber die Studie aufgeklart. Von jedem Pati-
enten wurde eine schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der Studie eingeholt.
Als Ausschluss- Kriterien galten das Fehlen der unterschriebenen Einwilligungser-

klarung oder der Ruckzug der Einwilligung zur Teilnahme an der Studie.

3.6 Probenentnahme bei Patienten

Blut- und Liquorproben wurden durch die die Patienten betreuenden Arzte abge-
nommen. Die Enthahme der Proben erfolgte mdglichst zeitnah, um einen Ver-
gleich zwischen Serum und Liquorkonzentrationen zu ermoglichen. Die

Blutentnahme zur Serumgewinnung erfolgte in eine Serum-Monovette® (Sarstedt).
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Die Liquorproben wurden durch Punktion des Spinalkanals gewonnen und so

schnell wie mdglich der weiteren Auswertung im Liquorlabor zugefihrt.

3.7 Liquordiagnostik bei Patienten

Die Untersuchung der Liquorparameter erfolgte im Liquorlabor der Klinik fir Neu-
rologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Als Globalparameter ge-
langten dabei die Glukose- und Laktatkonzentration im Liquor, die Liquorzellzahl,
das Gesamteiweil3 sowie die Albumin und lgG-Konzentration zur Auswertung.
Weiterhin wurden die Liquor/Serum-Quotienten von Albumin und der Immunglobu-
line IgG, IgM und IgA als Marker fur die Funktion der Blut-Hirn-Schranke berech-
net und in ReiberSchemata aufgetragen. Bei 5 Patienten wurde aul3erdem die
Neuronenspezifische Enolase (NSE) als Marker fir den Untergang von Nerven-
zellgewebe bestimmt. Die fir die Beurteilung der Liquorparameter notwendige
Bestimmung von Glukose, Gesamtprotein, Albumin und Immunglobulinen im Se-

rum wurde vom Zentrallabor der Klinik durchgefthrt.

3.7.1.1 Glukose im Liquor

Die Ermittlung der Liguorglukosekonzentration erfolgte als quantitative Bestim-
mung mittels der als Referenzmethode geltenden Hexokinase (HK) Methode. Die
enzymatische Methode nutzt als enzymatische Methode die durch HK katalysierte
Phosphorylierung von Glukose durch ATP. Das hierbei in einer Indikatorreaktion
gebildete NADPH ist direkt proportional zur Glukosekonzentration in der Probe. Es
wurde das Gluco-quant Glucose/Hk Testkit verwendet (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland). Als Richtwert galt eine Liquorglukosekonzentration von

etwa 50 % der Serumglukosekonzentration, bzw. 320-820 mg/l.
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3.7.1.2 Laktat im Liquor

Die Bestimmung der Laktatkonzentration im Liquor erfolgte mittels enzymatischer
Bestimmungsmethode. Der hierfir verwendete L-Milchsdure UV-Test (R-Biopharm
AG, Darmstadt, Deutschland) nutzt die Oxidierung von Laktat zu Pyruvat und
NADH durch das Enzym Laktatdehydrogenase unter Anwesenheit von NAD (Nico-
tinamid-Adenin-Dinukleotid). Die wahrend der Indikatorreaktion gebildete NADH
Menge ist &quivalent zur Laktatkonzentration in der Liquorprobe und wurde pho-
tometrisch bestimmt. Als Referenzbereich galt hier eine Laktatkonzentration von
1,2-2,1 mmol/L.

3.7.1.3 Zellzahl

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden zunachst 90 ul Liguor mit 10 pl Samsonscher
Losung verdinnt. Die mikroskopische Auszahlung der Zellen erfolgte in der
Fuchs-Rosenthal-Kammer. Als Referenzbereich galt eine Zahl von 0-5 Leukozy-

ten/pl.

3.7.1.4 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration, des Albumins und der
Immunglobuline im Liquor erfolgte nephelometrisch nach Fallung des Proteins mit
Trichloressigsaure (Dosacat®-Streulichtphotometer; DOSATEC GmbH; Miinchen;
Deutschland). Fiur die Funktionsbeurteilung der Blut-Hirn-Schranke wurde der
Liquor-Serum-Quotient der Albuminkonzentration (Qap) berechnet:

Qanb = Albumin (Liquor) / Albumin (Serum) x 103
Der Referenzbereich des Albuminquotienten ist aufgrund unterschiedlicher Li-

quorproduktion altersabhangig. Werte von < 6,5 im Alter von 15 bis 40 Jahren und

<8 bei Uber 40 jahrigen gelten als physiologisch.
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Die Quotienten fur 1gG, IgM und IgA wurden nach demselben Schema berechnet.
Zur weiteren Analyse wurden die errechneten Quotienten in Reiberdiagrammen
graphisch dargestellt. Reiberschemata stellen Liquorproteinprofile anhand von
hyperbolen Verlaufskurven dar. Durch Auftragung der Immunglobulinquotienten
gegen den Albuminquotienten als KenngréRe fur die Funktion der Blut-Hirn-
Schranke ermoglichen es die Diagramme Schrankenstérungen und intrathekale

Immunglobulinsynthesen darzustellen.

3.7.1.5 Neuronenspezifische Enolase (NSE)

Die NSE wurde mittels eines Elektrochemielumineszenz-Immunoassays bestimmt.
Fur den verwendeten NSE Elecsys Test (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-
land) galten O bis 3 ng/ml als Referenzbereich fir NSE im Liquor. Der Referenzbe-

reich fir NSE im Serum lag bei 0 bis 15,2 ng/ml.

3.8 BSE Plus™ (hc)-Test

Das verwendete BSE Plus™ (hc) Testkit (Altegen Inc., Wilmington, USA) besteht
pro Set aus zwei Mikrotiterplatten mit je 96 Vertiefungen. Pro Platte sind jeweils 32
Vertiefungen mit dem BSAS, dem SCRAPAS oder dem CJAS Epitop beschichtet.
Die jeweilige Beschichtung ist anhand einer Farbkodierung der Platten erkennbar
(BSAS: grin, SCRAPAS: blau, CJAS: rot). Das Testkit enthéalt aul3erdem einen
Beutel Phosphatpuffer (0,01 M sodium phosphate buffer, pH 7,4, 0,15 M NacCl,
0,05% Tween 20), ausreichend zur Herstellung von 1 L (Liter) ELISA Puffer, zwei
Sets SIGMA FAST™ OPD (Orthophenyldiamin) Tabletten (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) zur Herstellung der Substrat-Losung sowie eine positive und eine
negative Kontrolle. Die positive Kontroll-Losung besteht aus Kanninchenserum,
von zuvor mit SCRAPAS, BSAS und CJAS immunisierten Tieren. Die negative
Kontroll-L6sung besteht aus einem wiederholt negativ getesteten Humanserum.

Zur Detektion der gebundenen anti-Prionin Antikorper sind anti-humanes Maus-
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IgG, sowie gegen die positive Kontrolle gerichtetes anti-Kanninchen IgG enthalten.

Beide Antikdrper sind mit Meerrettichperoxidase markiert.

Bei der Durchfiihrung des Tests wurde gemald den Anweisungen des Herstellers
verfahren. Zur Herstellung der Pufferldésung wurde zunéchst ein Beutel Phosphat-
puffer in 1 L destilliertem Wasser aufgelost. Hiermit wurden dann die Vertiefungen
der Mikrotiterplatte einmal gewaschen. Nach sorgfaltigem Ausklopfen der Wasch-
flussigkeit wurde jede Vertiefung mit 100 pl ELISA-Puffer befullt und 1,5 ul der
zuvor bei Raumtemperatur (21 C) aufgetauten Proben hinzupipettiert. Pro Epitop
wurde jeweils eine Vertiefung mit 5 pl positiver Kontrolle und eine mit 5 pl negati-
ver Kontrolle befiillt. Es folgte eine 30-minttige Inkubation bei 37 °C. Im Anschlul3
wurde die Platte funfmal mit ELISA-Puffer gewaschen, verbliebene Flussigkeit

wurde ausgeklopft.

Zur Herstellung der Detektionsantikorperldsung wurde der anti-human Antikorper
1:1.000 mit ELISA-Puffer verdunnt. Hierflir wurden fir eine Platte 13 pl Antikorper-
l6sung mit 13 ml ELISA-Puffer gemischt. Fir die Identifizierung der positiven Kon-
trollen wurden 30 pl Antikérper mit 70 pl ELISA-Puffer gemischt. In die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden nun je 100 pl der entsprechenden Anti-

korperldsung pipettiert und die Platten erneut bei 37<C fur 30 Min. inkubiert.

Nach dieser Inkubationsphase wurden die Platten finfmal mit ELISA-Puffer gewa-
schen und danach ausgeklopft. Zur Herstellung der Substratldsung wurde 1 Set
Sigma Fast™ Tabletten in 20 ml destilliertem Wasser aufgeldst. Die Vertiefungen
der Mikrotiterplatte wurden mit je 100 pl dieser Substratldsung beftllt und fir min-
destens 30 Minuten im Lichtdunkel bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Beendigung
der wahrend der Inkubation ablaufenden Farbreaktion wurden je 50 pl Stoplésung
(1,8 M H,S0,4) zu den Proben hinzupipettiert.

Die Auswertung des Tests erfolgte photometrisch. Hierfir wurden die Platten bei
einer Wellenlange von 492 nm in einem Behring ELISA-Processor Il (Behring
Diagnostika, Frankfurt, Deutschland) gemessen. Dabei galten alle Extinktionen
Uber 0,250 OD als positiv.
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3.9 Statististische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm StatView 5.0
(SAS Institute Incorporated, Cary, USA). Der p-Wert wurde mittels Kruskal-Wallis
und Mann-Whitney Test fur unabhangige Stichproben errechnet. Dabei galt ein p-

Wert unter 0,05 als statistisch signifikant.
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4  Ergebnisse

4.1 Spenderkollektiv

In die Studie wurden 940 Blutspender des BTD des Universitatsklinikums Ham-
burg-Eppendorf eingeschlossen. 420 dieser Blutspender waren Frauen, 520 der
Spender Manner. Das Durchschnittsalter der Blutspender betrug 41,2 Jahre. Hier-
bei war der jungste Spender 18 Jahre alt, das Alter des altesten Spenders betrug
69 Jahre (Tabelle4). Das Durchschnittsalter der mannlichen Blutspender lag mit
43,1 Jahren leicht GUber dem der Blutspenderinnen, bei denen das Durchschnittsal-
ter 38,7 Jahre betrug. Bei allen Spendern konnte die Blutspende regular durchge-
fuhrt werden. Alle Blutspender erfillten die Einschlusskriterien der Studie. Kein
Spender zog seine Einwilligung im Verlauf der Studie zurtick. Tabelle 6 zeigt die

nach dem Geschlecht aufgegliederte Altersverteilung des Spenderkollektivs.

Tabelle 4: Spenderkollektiv nach Alter und Geschlecht

Anzahl Spender Alter in Jahren Durchschnittsalter
In Jahren
weiblich 420 18 bis 69 38,7
mannlich 520 19 bis 69 43,1
gesamt 940 41,1

4.2 Hamatologische Parameter

Bei allen Probanden wurde die im Rahmen der Blutspende vorgeschriebene routi-
nemalfige Kontrolle der hamatologischen Parameter durchgefuhrt. Die Variations-

breite der hamatologischen Parameter ist mit Mittelwert und Standardabweichung
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(SD) in Tabelle 7 fur Frauen und in Tabelle 8 fir Manner dargestellt. 86 % der

gemessenen Werte lagen innerhalb der Referenzbereiche des BTD.

Tabelle 5: Variationsbreite der hdmatologischen Parameter bei Blutspenderinnen

Minimum Maximum Mittelwert +
Standartabwei-
chung
Hb (g/dl) 10,09 16,1 13,01 +0,83
Ery (x 10°/pl) 3,41 5,46 4,31 +0,33
WBC (x 10%/ul) 2,94 14,30 5,75 +1,58
Neutro (x 10°/pl) 1,21 11,60 3,36 £0,47
Lympho (x 0,83 3,60 1,79 +1,05
103/l
Mono (x10%/pl) 0,13 1,07 0,40 +0,13
Plt (x10%/ul) 82,90 486,00 256,90 +53,40

Tabelle 6: Variationsbreite der hdmatologischen Parameter bei Blutspendern

Minimum Maximum Mittelwert
Standartabwei-
chung
Hb (g/dI) 11,01 17,60 14,48 +1,02
Ery (x 10°/pl) 3,81 5,87 4,76 +0,35
WBC (x 103/ul) 2,96 11,90 5,45 +1,39
Neutro (x 10%/pl) 1,39 8,01 3,16 +1,06
Lympho (x 10°/pl) 0,71 3,71 1,66 +0,48
Mono (x 10°/pl) 0,17 1,12 0,44 +0,13
Plt (x 10%/pl) 70,60 556,00 233,60 +52,40




4.2.1 Hamoglobinkonzentration

Die bei den Blutspendern gemessene Hamoglobinkonzentration betrug im Mittel
13,82 g/dl £1,19 SD. Bei Blutspenderinnen betrug der Mittelwert 13,01 g/dl £0,83
SD. Mannliche Spender erreichten im Mittel einen Hb-Wert von 14,48 g/dl £1,02
SD. 69 Blutspender unterschritten den unteren Grenzwert des Referenzbereiches.
61 dieser Spender waren Frauen. Der obere Grenzwert des Referenzbereichs

wurde von keinem Spender Uberschritten.

4.2.2 Erythrozytenzahl

Die Erythrozytenzahl der Blutspender lag im Mittel bei 4,56 x 103 £0,41 SD. Der
Mittelwert bei Blutspenderinnen betrug 4,31 x 103 0,33 SD. Bei mannlichen
Spendern betrug der Mittelwert 4,76 x 103 £0,35 SD. Bei 2 Blutspendern lag die
gemessene Erythrozytenzahl unterhalb des Referenzbereichs des BTD. Diese
beiden Spender waren Frauen. Bei keinem der Blutspender wurde der obere Re-

ferenzbereich Uberschritten.

4.2.3 Leukozytenzahl und Differentialblutbild

Die Leukozytenzahl betrug im Mittel 5,58 x 103 £1,49 SD. Bei Blutspenderinnen
betrug der Mittelwert 5,75 x 103 £1,58 SD. Bei méannlichen Spendern betrug der
Mittelwert 5,45 x 10% +1,39 SD. Der Referenzbereich des BTD wurde von 12
Spendern Uberschritten. 4 dieser Spender waren Frauen, 8 Spender Manner. Bei
7 Spendern mit erhdhter Leukozytenzahl ergab die Betrachtung des Differential-
blutbildes erhdhte neutrophile Granulozyten. Bei 2 dieser Spender waren parallel
die Monozyten erhoht (Tabelle7). Bei 19 Blutspendern lag die Leukozytenzahl
unterhalb des Referenzbereiches. 16 dieser Spender waren Manner, 3 Frauen.

Die Zahl der neutrophilen Granulozyten betrug bei allen Spendern im Mittel 3,25 x
103 +1,16 SD. Der Mittelwert bei Blutspenderinnen betrug 3,36 x 102 +0,47 SD. Bei
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den mannlichen Blutspendern betrug der Mittelwert 3,16 x 103 1,06 SD. Bei 8

Blutspendern lagen die gemessenen Werte oberhalb des Referenzbereiches des

BTD. 6 dieser Spender waren Manner, 2 Frauen. Der untere Grenzwert des Refe-

renzbereiches wurde von 7 Spendern unterschritten. Hiervon waren 2 Spender

Manner, 5 waren Frauen.

Tabelle 7: Blutspender mit erhbhten Leukozytenparametern

Spender Geschlecht | Leuk Neutro |Lymph | Mono | Anamnese
(x10%) | (x103) | (x10%) | (x109)

BO1 Frau 10,8 6,88 3,17 0,535 |leer

V1101 Frau 10,1 6,67 2,12 0,852 Infekt

RII17 Frau 14,1 111 1,94 0,816 Infekt

M11 Frau 14,3 11,6 1,55 1,0 leer

104 Mann 10,1 5,74 3,37 0,636 | leer

U16 Mann 10,2 6,86 2,40 0,565 | leer

HI109 Mann 10,1 6,52 2,80 0,569 | leer

ClI13 Mann 10,6 7,57 2,33 0,542 | leer

K118 Mann 10,5 7,19 2,07 1,12 leer

LIIO8 Mann 10,5 8,01 3,16 0,633 | Infekt

P1119 Mann 10,6 7,91 1,94 0,509 | leer

QlI13 Mann 11,5 7,78 1,86 0,534 leer

All08 Frau 9,82 7,34 2,16 0,255 | Infekt

Bl101 Frau 9,26 6,95 1,68 0,507 | leer

X103 Mann 9,56 7,02 1,82 0,487 | Kreuzband-
riss

B13 Mann 5,82 1,39 3,71 0,584 | Pollenallergie

K17 Frau 8,23 4,06 3,56 0,380 | leer

KII16 Frau 8,60 4,58 3,55 0,350 | leer

Ql102 Frau 9,69 4,63 3,60 0,631 | leer

P14 Mann 7,48 4,71 1,67 1,02 leer

E10 Frau 8,64 4,82 2,64 1,07 leer
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Die Lymphozytenzahl betrug bei allen Spendern im Mittel 1,74 x 103 +0,79 SD.
Der Mittelwert bei Blutspenderinnen betrug 1,79 x 103 £1,05 SD. Bei den méannli-
chen Blutspendern betrug der Mittelwert 1,66 x 103 +0,48 SD. Bei 4 Spendern
lagen die gemessenen Werte oberhalb des Referenzbereiches des BTD (Tabelle
7). 2 dieser Spender war mannlich, 3 Frauen. Kein Blutspender unterschritt den

unteren Referenzbereich.

Die Monozytenzahl der Blutspender betrug im Mittel 0,42 x 103 +0,13 SD. Der
Mittelwert bei Blutspenderinnen betrug 0,40 x 103 £0,13 SD. Bei méannlichen Blut-
spendern betrug der Mittelwert 0,44 x 103 0,13 SD. 4 Blutspender tberschritten
den Referenzbereich des BTD. Davon waren je 2 Manner und 2 Frauen (Tabelle

7). Kein Blutspender unterschritt den unteren Referenzbereich.

4.2.4 Thrombozytenzahl

Bei 6 Spendern konnte die Thrombozytenzahl aufgrund eines Defektes des Analy-
segerates nicht bestimmt werden. Bei den Spendern bei denen die Messung ord-
nungsgemalf durchgefuhrt werden konnte betrug der Mittelwert 244,00 x 103
154,10 SD. Der Mittelwert bei Blutspenderinnen betrug 256,90 x 103 £53,40 SD.
Bei mannlichen Blutspendern betrug der Mittelwert 233,60 x 103 +52,40 SD. 2
Spender uberschritten den Referenzbereich des BTD. Einer dieser Spender war
weiblich, einer mannlich. Der untere Grenzwert des Referenzbereicheswurde von

6 Spendern unterschritten. 5 dieser Spender waren Manner, einer weiblich.

4.3 BSE PLUS™ (hc)-Test

Alle Spenderproben wurden auf Antikérper gegen die drei Prionin-Epitope CJAS,
BSAS und SCRAPAS hin untersucht. Als Inkubationszeiten wurden dabei 30 Mi-
nuten (Min.), 45 Min. und 90 Min. gewahlt. Alle Proben wurden bei einer Wellen-

lange von 492 nm gemessen. Es konnte fir keine der untersuchten Proben ein
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positives Testergebnis nachgewiesen werden. Im Folgenden sind die Ergebnisse

nach Epitopen getrennt dargestellt.

4.3.1 CJAS-Epitop

Die fur CJAS-Antikdrper gemessene Extinktion der Spenderproben lag im Mittel
bei 0,043 OD £0,027 SD. Die niedrigste gemessene Extinktion betrug 0,002 OD,
die hdchste 0,218 OD. Eine Probe erreichte bei einer Inkubationszeit von 30 Minu-
ten eine Extinktion von 0,260 OD. Bei der daraufhin durchgefuihrten Kontrollmes-
sung ergab sich bei selber Inkubationszeit eine Extinktion von 0,042 OD. Die
Messung einer zweiten von diesem Spender eingefrorenen Probe ergab die Ex-
tinktion von 0,029 OD. Die Haufigkeitsverteilung der gemessenen Extinktionen fur
anti-CJAS zeigt Abbildung 5.
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Abbildung 7: Haufigkeitsverteilung der bei 492 nm fur CJAS-AK gemessenen Ex-

tinktionswerte bei Blutspendern

Abbildung 8 zeigt die Extinktion fur CJAS-AK getrennt nach Geschlecht. Es konnte

kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben mannlicher und denen weibli-
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cher Blutspender gezeigt werden. Bei Frauen betrug die Extinktion im Mittel 0,045
OD 0,028 SD, bei Mannern lag der Mittelwert bei 0,042 OD +0,026 SD.
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Abbildung 8: Extinktion fur CJAS-Antikorper getrennt nach Geschlecht

Es zeigte sich jedoch eine deutliche Abhangigkeit zwischen der Héhe der Extinkti-

on und der Inkubationszeit der Proben (p < 0,05).
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Abbildung 9: Extinktion fir CJAS-Antikorper bei einer Inkubationszeit von 30, 45

und 90 Minuten

So lag die Extinktion bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten im Mittel bei 0,032

OD 0,016 SD, das gemessene Maximum betrug hier 0,111 OD. Bei einer Inkuba-
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tionszeit von 45 Minuten lag die mittlere Extinktion bei 0,0049 OD +0,023 SD, das
Maximum betrug 0,150 OD. Bei der langsten Inkubationszeit von 90 Minuten be-
trug die Extinktion im Mittel 0,077 £0,031 SD. Der hochste gemessene Extinkti-
onswert betrug hier 0,218 OD. Von den Proben, bei denen eine Extinktion von 0,1
OD und mehr gemessen wurde, waren 87,88% uber 90 Minuten inkubiert worden.
Bei einer Inkubationszeit von 45 und 30 Minuten lagen je 2 Proben oberhalb der
Extinktion von 0,1 OD.

4.3.2 BSAS-Epitop

Die fur BSAS-Antikdrper gemessene Extinktion der Spenderproben lag im Mittel
bei 0,042 OD 0,025 SD. Die niedrigste gemessene Extinktion betrug 0,004 OD,
die héchste 0,150 OD.
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Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung der bei 492 nm fur BSAS-Antikérper gemes
senen Extinktion bei Blutspendern

Auch flir BSAS-Antikdrper konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Testergebnissen fur mannliche und weibliche Blutspender festgestellt werden. Bei
Frauen lag die mittlere Extinktion bei 0,043 OD +0,025 SD, bei den mannlichen
Probanden betrug der Mittelwert 0,040 OD 0,025 SD (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Extinktion fir BSAS-Antikérper getrennt nach Geschlecht

Der Verlauf der Extinktionswerte zeigte auch fiur BSAS-AK eine deutliche
Abhé&ngigkeit von der Dauer der Inkubationszeit (p<0,05).
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Abbildung 12: Extinktion fir BSAS-Antikdrper bei einer Inkubationszeit von 30, 45
und 90 Minuten

Bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten betrug die Extinktion im Mittel 0,031 OD
+0,014 SD, das Maximum lag bei 0,090 OD. Die Uber 45 Minuten inkubierten
Proben erreichten eine mittlere Extinktion von 0,046 £0,022 SD, das gemessene

Maximum betrug 0,104 OD. Fir die Uber 90 Minuten inkubierten Proben lag der
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Mittelwert bei 0,076 OD, das Maximum betrug 0,150 OD. 88,89% der Proben mit
einer gemessenen Extinktion von 0,100 OD und mehr waren Uber eine Zeit von 90
Min inkubiert worden. Bei der Inkubationszeit von 45 Minuten lagen 4 Proben
oberhalb der Extinktion von 0,100 OD. Keine der tber 30 Minuten inkubierten
Proben erreichte die Extinktion von 0,100 OD.

4.3.3 SCRAPAS-Epitop

Die fir SCRAPAS-Antikdrper gemessene Extinktion lag im Mittel bei 0,036 OD
10,022 SD. Das gemessene Maximum betrug 0,162 OD, der niedrigste gemesse-
ne Wert lag bei 0,001 OD. Abbildung 13 zeigt die Haufigkeitsverteilung der ge-

messenen Extinktionswerte.
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Abbildung 13: Haufigkeitsverteilung der bei 492 nm fur SCRAPAS-Antikorpern
gemessenen Extinktionswerte bei Blutspendern

Es konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den Extinktionswerten
fur mannliche und weibliche Blutspender festgestellt werden. Bei Frauen betrug
die Extinktion im Mittel 0,038 OD +0,022 SD. Bei den mannlichen Blutspendern
lag der Mittelwert bei 0,035 OD #0,022 SD. Abbildung 14 zeigt die fur anti-

SCRAPAS Antikérper gemessene Extinktion getrennt nach Geschlechtern.

50



14 9
] o
17
08 1
06 1
LE i B

Frauen Manner

) Extinktion bei 492 nm

o
=
" 1

Abbildung 14: Extinktion fur SCRAPAS-Antikorper getrennt nach Geschlecht

Die Abhangigkeit der Extinktionswerte von der Inkubationszeit war auch hier signi-
fikant (p< 0,05). Bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten lag die mittlere Extinkti-
on bei 0,028 OD #0,012 SD, das Maximum betrug 0,084 OD. Bei den uber 45
Minuten inkubierten Proben betrug der Mittelwert 0,039 OD +0,020 SD, die maxi-
mal gemessene Extinktion lag hier bei 0,100 OD. Bei der langsten Inkubationszeit
von 90 Minuten lag das Extinktionsmittel bei 0,064 OD +0,025 SD, der grof3te
gemessene Extinktionswert betrug 0,162 OD (Abbildung 15). 93,75% der Proben
welche eine Extinktion von 0,100 OD und mehr erreichten waren Uber eine Zeit
von 90 Minuten inkubiert worden. Bei einer Inkubationszeit von 45 Minuten lag 1
Probe oberhalb der Extinktion von 0,100 OD. Keine der tber 30 Minuten inkubier-
ten Proben erreichte diesen Wert.
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Abbildung 15 : Extinktion fir SCRAPAS-Antikdrper bei einer Inkubationszeit von
30, 45 und 90 Minuten

4.4 Patientenkollektiv

In die Studie wurden 16 Patienten der Klinik und Poliklinik fiir Neurologie des Uni-
versitatsklinikums Hamburg-Eppendorf eingeschlossen. Bei allen Patienten wurde
im Rahmen ihres stationédren Aufenthaltes eine Ligquorpunktion mit Untersuchung
der Probe im Liquorlabor der Klinik durchgefiihrt. Das Durchschnittsalter der Pati-
enten betrug 47,8 Jahre. Der alteste Patient war zum Zeitpunkt der Untersuchung
80 Jahre, der jungste 18Jahre alt (Tabelle 8). Keiner der Patienten musste im
Verlauf aufgrund des Rickzugs der Einwilligungserklarung aus der Studie ausge-

schlossen werden.

Tabelle 8: Patientenkollektiv nach Alter und Geschlecht

Patientenzahl Alter in Jahren Durchschnittsalter
weiblich 6 von 18 bis 80 53,8
mannlich 10 Von 25 bis 73 44,2
gesamt 16 47,8
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Die Liquoranalytik wurde aus verschiedenen Grinden durchgefiihrt. Den
zahlenmaRig grofdten Anteil (n=7) am Patientenkollektiv stellen Patienten, bei
denen die Analyse zum Ausschluss eines entzindlichen Prozesses im zentralen
Nervensystem durchgefihrt wurde. 3 Patienten wurden aufgrund einer
progredienten Demenz untersucht. Tabelle 9 zeigt das gesamte Patientenkollektiv

nach Art der Grunderkrankung.

Tabelle 9: Patientenkollektiv nach Art der Grunderkrankung

Diagnose Anzahl

V. a. Lymphom 1

Kribbelparasthesien

V. a. granulomatésen Prozess

V. a. progrediente Demenz

Kryptokokkenmeningitis

V. a. Borreliose

Ausschluss Entziindung
bei fokaler Epilepsie
bei V. a. organische Psychose
bei Myopathie
bei motorischer Polyneuropathie

Rl R R R NN R R W R e

Ohne Angabe der Diagnose

4.5 Liquoranalytik

4.5.1 Globalparameter

4.5.1.1 Glukose im Liquor

Die Bestimmung der Glukosekonzentration im Liquor wurde bei 12 Patienten (7
Manner, 5 Frauen) durchgefuhrt. Die mittlere Glukosekonzentration des Liquors
betrug 559,17 mg/l £136,88 SD. Der hdchste gemessene Wert lag bei 830 mg/l
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bei einem Patienten mit motorischer Polyneuropathie, der niedrigste betrug 240
mg/l bei einem Patienten mit Verdacht auf Lymphom. Aufgegliedert nach Ge-
schlechtern betrug der Mittelwert bei Patientinnen 548, 00 mg/l £43,24 SD, bei den
mannlichen Patienten lag der Mittelwert bei 567,14 mg/l +181,45 SD.

4.5.1.2 Laktat im Liquor

Die Bestimmung der Laktatkonzentration im Liquor erfolgte bei 11 Patienten (4
Manner, 7 Frauen). Die mittlere Laktatkonzentration des Liquors betrug 1,71
mmol/l £ 0,29 SD. Der hochste gemessene Wert betrug 2,30 mmol/l bei einem
Patienten mit Kryptokokkenmeningitis, der niedrigste lag bei 1,10 mmol/l bei einem
Patienten mit Verdacht auf Borreliose. Alle anderen Werte lagen im Referenzbe-
reich. Der Mittelwert der Laktatkonzentration betrug bei Patientinnen 1,66 mmol/l
10,18 SD, bei den ménnlichen Patienten lag der Mittelwert bei 1,75 mmol/l +0,37
SD.

4.5.1.3 Gesamteiweild

Bei allen Patienten erfolgte die Bestimmung des Gesamteiweil3es im Liquor. Die
mittlere Eiweil3konzentration betrug 495,81 mg/l £229,09 SD. Der hochste gemes-
sene Wert lag bei 1043 mg/l, der niedrigste betrug 293 mg/l. Nach Geschlechtern
getrennt betrug der Mittelwert bei Patientinnen 473,33 mg/l £270,22 SD, bei m&nn-
lichen Patienten 509,30 mg/l £215,33 SD. Der Referenzbereich des Liquorlabors

wurde von 4 Patienten und 1 Patientin Gberschritten.

4.5.1.4 Leukozytenzahl im Liquor

Die Auszahlung der Leukozyten im Liquor wurde bei 14 Patienten durchgefihrt.
Bei einer Patientin und einem Patienten war die Bestimmung aufgrund der zu

grof3en Zeit zwischen Abnahme des Liquors und dem Erreichen des Labors nicht
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mehr moglich. Bei 4 Patienten erbrachte die Auszahlung erhéhte Leukozytenzah-
len im Liquor. Eine Ubersicht iber diese Patienten gibt Tabelle 10. Bei allen ande-
ren Patienten lagen die Leukozyten im Liquor im Normbereich. Im Mittel lag die
Leukozytenzahl hier bei 1/ul £0,94 SD.

Tabelle 10: Patienten mit erhdhten Leukozytenzahlen im Liquor

Diagnose Geschlecht Leukozyten/pl
Kryptokokkenmeningitis mannlich 56
V. a. Lymphom mannlich 118
V.a. granulomatdsen weiblich 11
Prozess
ohne Diagnose weiblich 29

4.6 Serum/Liquor Quotienten

Die Analyse der Liquorproteine mit Hilfe der Reiber-Schemata ergab bei 9 Patien-
ten normale Liquorbefunde. Bei 6 Patienten, 2 Frauen und 4 Mannern, zeigte sich
eine Storung der Blut/Liquorschranke ohne intrathekale Immunglobulinsynthese
(Tabelle 11) Bei einem Patienten mit Kryptokokkenmeningitis bei HIV lag eine

Schrankenstérung kombiniert mit einer intrathekalen Immunglobulinsynthese vor.
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Tabelle 11: Patienten mit Stérung der Blut/Liquorschranke ohne intrathekale Im-

munglobulinsynthese.

Diagnose Geschlecht Alter

V. a. progrediente De- mannlich 73
menz
V. a. Lymphom mannlich 30
Motorische PNP mannlich 58
V. a. Enzephalitis mannlich 37
V.a. granulomatdsen weiblich 17
Prozess

ohne Diagnose weiblich 40

4.7 Neuronen spezifische Enolase im Liquor

Die NSE wurde bei 3 Patientinnen und 2 Patienten bestimmt. Bei den Frauen
wurde die Bestimmung bei Verdacht auf eine ZNS Entzindung, aufgrund von
Kribbelparasthesien und aufgrund des Verdachtes auf progrediente Demenz
durchgefihrt. Bei beiden mannlichen Patienten bestand ebenfalls der Verdacht auf

progrediente Demenz. Bei keinem dieser Patienten war die NSE positiv.

4.8 BSE PLUS™ (hc)-Test

Alle Patientenproben wurden auf Antikorper gegen die drei Prionin-Epitope CJAS,
BSAS und SCRAPAS hin untersucht. Alle Proben wurden fiir 45 Minuten inkubiert.
Die Extinktion wurde bei einer Wellenlange von 492 nm gemessen. Dabei konnte
fur keine der untersuchten Patientenproben ein positives Testergebnis nachge-

wiesen werden.
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4.8.1 CJAS-Epitop

Die fur CJAS-Antikorper der Patientenproben gemessene Extinktion betrug im
Mittel 0,063 OD 0,012 SD. Die niedrigste gemessene Extinktion betrug 0,047
OD. Das Maximum lag bei 0,086 OD.
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Abbildung 16: Haufigkeitsverteilung der bei 492 nm fur CJAS-Antikorper

gemessenen Extinktionswerte bei Patienten

Nach Geschlechtern aufgetrennt lag die mittlere Extinktion bei Patientinnen bei
0,061 OD +0,013 SD. Bei Mannern betrug sie 0,065 +0,012SD. Hier lag also wie
bei den Proben der Blutspender kein signifikanter Unterschied zwischen den Ex-
tinktionswerten bei Mannern und Frauen vor. Abbildung 17 zeigt die gemessenen

Extinktionen nach Geschlechtern getrennt.
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Abbildung 17: Extinktion fir CJAS-Antikorper getrennt nach Geschlecht

4.8.2 BSAS-Epitop

Die mittlere fir BSAS-Antikorper gemessene Extinktion betrug 0,058 +0,016 OD.
Die niedrigste gemessene Extinktion betrug 0,038 OD. Der hdchste gemessene
Extinktionswert lag bei 0,082 OD. Keine der gemessenen Patientenproben er-

reichte eine Extinktion von 0,1 oder mehr.
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Abbildung 18 : Haufigkeitsverteilung der bei 492 nm fir BSAS-AK gemessenen

Extinktionswerte bei Patienten
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Es zeigte sich ebenfalls kein Unterschied zwischen den Testergebnissen fir
mannliche und weibliche Patienten. Bei den Frauen lag die mittlere Extinktion bei
0,055 OD 0,010 SD, bei den mannlichen Patienten betrug sie 0,059 OD #0,018
SD. Abbildung 19 zeigt die nach Geschlechtern aufgegliederte Verteilung der

Extinktionswerte.
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Abbildung 19: Extinktion fir BSAS-Antikorper bei Patienten getrennt nach
Geschlecht

4.8.3 SCRAPAS-Epitop

Die mittlere fur SCRAPAS-Antikbrper gemessene Extinktion betrug 0,050 OD
+0,111 SD. Der niedrigste gemessenen Extinktionswert lag bei 0,037 OD, der
hdchste betrug 0,079 OD.
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Abbildung 20: Haufigkeitsverteilung der bei 492 nm fur SCRAPAS-Antikorper

gemessenen Extinktionswerte bei Blutspendern

Es ergab sich ebenfalls kein Unterschied zwischen den Extinktionswerten bei
Méannern und Frauen. Bei den Patientinnen betrug der Extinktionsmittelwert 0,049
OD 0,08 SD, bei den Manneren lag der Mittelwert bei 0,050 OD +0,013 SD. Ab-

bildung 21 zeigt die Verteilung der Extinktionswerte nach Geschlechtern getrennt.
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Abbildung 21: Extinktion fur SCRAPAS-Antikorper bei Patienten getrennt nach
Geschlecht
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4.9 Kontrollen BSE PLUS™ (hc)-Test

4.9.1 Positive Kontrollen

Die positiven Kontrollen lagen mit einer durchschnittlichen Extinktion von 0,414
OD deutlich Gber den Extinktionswerten von Blutspendern und Patienten. Es er-
reichten jedoch nur 8 Kontrollen den im Testprotokoll angegebenen Wert von 0,8
OD. Im folgenden sind die Extinktionswerte der positiven Kontrollen nach Epitopen

getrennt dargestellt.

Die mittlere Extinktion der positiven Kontrollen fir CJAS-Antikérper betrug 0,299
OD £0,139 SD. Die niedrigste Extinktion einer positiven Kontrolle lag bei 0,101
OD, die hochste betrug 0,566. Aufgegliedert nach Inkubationszeiten betrug der
Extinktionsmittelwert bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten 0,266 OD +0,108
SD, bei 45 Minuten 0,381 OD +0,132 SD und bei 90 Minuten 0,377 0,093 SD.

Der Extinktionsmittelwert der positiven Kontrollen fir BSAS-Antikdrper lag bei
0,576 OD %0,287 SD. Die niedrigste gemessene Extinktion betrug hier 0,201 OD,
die hochste 1,198 OD. Bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten betrug die mittlere
Extinktion 0,534 OD %0,269 SD, bei 45 Minuten Inkubationszeit wurde eine mittle-
re Extinktion von 0,621 OD £0,355 SD erreicht, bei 90 Minuten betrug die mittlere
Extinktion 0,752 OD +0,303 SD.

Die positiven Kontrollen fir SCRAPAS-Antikérper erreichten einen Mittelwert von
0,368 OD %0,139 SD. Der niedrigste gemessene Extinktionswert betrug 0,125 OD,
der hochste 0,758 OD. Bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten lag die mittlere
Extinktion bei 0,359 OD +0,156 SD, bei 45 Minuten Inkubationszeit betrug sie
0,420 OD £0,094 SD. Bei 90 Minuten Inkubationszeit betrug der Extinktionsmittel-
wert 0,351 OD +0,075 SD.
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Abbildung 22: Positive Kontrollen und Blutspenderproben getrennt nach

Inkubationszeiten

4.9.2 Negative Kontrollen

Die Extinktionswerte der negativen Kontrollen lagen deutlich unter denen der posi-
tiven Kontrollen. Die mittlere Extinktion der negativen Kontrollen fur anti-CJAS
Antikorper betrug 0,054 OD +0,023 SD. Der niedrigste gemessene Wert betrug
0,015 OD, der hochste lag bei 0,205 OD. Bei einer Inkubationszeit von 30 Min.
betrug der Extinktionsmittelwert 0,053 OD +0,022 SD, bei 45 Min. Inkubationszeit
lag er bei 0,055 OD +0,022 SD, bei 90 Min. betrug er 0,058 +0,033 SD. Fir BSAS-
Antikdrper betrug die mittlere Extinktion der negativen Kontrollen 0,042 OD 0,025
SD. Der niedrigste Wert lag bei 0,004 OD, der hochste betrug 0,150 OD. Aufge-
trennt nach Inkubationszeiten lag der Mittelwert bei einer Inkubationszeit von 30
Min. bei 0,031 OD 0,014 SD, bei 45 Min. betrug er 0,046 OD 0,022 SD und bei
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90 Min. Inkubationszeit betrug er 0,076 OD 0,026 SD. Die Extinktion der negati-
ven Kontrollen fir SCRAPAS-Antikdrper betrug im Mittel 0,036 £0,022 SD. Der
niedrigste gemessene Extinktionswert betrug 0,001 OD, der héchste 0,162 OD.
Bei einer Inkubationszeit von 30 Min. lag die mittlere Extinktion bei 0,0280D
10,012 SD. Bei 45 Min. Inkubationszeit betrug sie 0,039 OD +0,020 SD, bei 90
Min. lag die Extinktion bei 0,064 OD 0,025 SD.
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Abbildung 23: Negative Kontrollen und Blutspenderproben getrennt nach

Inkubationszeiten
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5 Diskussion

5.1 Aligemein

Die variante Creutzfeldt-Jakob Krankheit ist eine zur Gruppe der spongiformen
Enzephalopathien gehérende, immer todlich verlaufende neurodegenerative
Erkrankung. lhren Ursprung hat die 1996 erstmalig beschriebene Krankheit in der
Ubertragung des Erregers der bovinen spongiformen Enzephalopathie auf den
Menschen (127, 58). Bis heute (Stand April 2007)gelten 202 Félle der Krankheit
als bestatigt. Hiervon traten 165 Falle in GroR3britannien auf. Frankreich ist mit
bisher 22 bestatigten Fallen das Land mit den nach Grof3britannien hdchsten Fall-
zahlen. In anderen Landern traten bisher nur vereinzelte Falle auf. Der Grol3teil
dieser Erkrankungsfalle wird auf Infektionen tber die Nahrungskette durch konta-
miniertes Rindfleisch zuriickgefihrt (61). Wahrend solche Primarinfektionen heute
als weitgehend ausgeschlossen gelten, bleibt trotz geringer Fallzahlen die M6g-
lichkeit von Sekundarinfektionen durch die Ubertragung der Krankheit von Mensch
zu Mensch weiter bestehen. Dieses Risiko wird insbesondere durch die vermutlich
lange Inkubationszeit der vCJD erhoht. Verlaufsbeobachtungen anhand von an
Kuru erkrankten Patienten lassen auch fir die vCJID eine Inkubationszeit von bis
zu 50 Jahren moglich erscheinen (33) Neben kontaminierten chirurgischen In-
strumenten, gelten Blut und Blutprodukte als Hauptquellen solcher Ubertragungen
der Krankheit von Mensch zu Mensch (81, 117). Aufgrund von inzwischen 3 publi-
zierten Fallberichten gilt die Ubertragbarkeit der vCJD als weitestgehend belegt
(57). In allen 3 Fallen handelt es sich um Patienten, die Bluttransfusionen von
Personen die spater an vCJD erkrankten erhalten haben. Zwei dieser Patienten
erkrankten an der varianten Creutzfeldt-Jakob Krankheit, der dritte Patient ver-
starb ohne klinische Anzeichen einer neurodegenerativen Erkrankung aufgrund
eines rupturierten Aortenaneurysmas. Die Diagnose der vCJD wurde hier histo-
pathologisch gesichert (92, 79, 129). Da dieser dritte Patient im Gegensatz zu
allen bisher bekannten Patienten heterozygot fur Methionin und Valin am Codon
129 des Prionproteingens war, wird seit dem bekannt werden dieses Falles die
Frage diskutiert, ob es trotz der bisher geringen Fallzahlen von klinischer vCJD

eine deutlich gré3ere Verbreitung der Krankheit gibt als zuvor angenommen wur-
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de. Bisher war in den meisten Szenarien zur Entwicklung der vCJD Fallzahlen
davon ausgegangen worden, dass allein Personen mit Methionin-homozygotem
Genotyp am Codon 129 des Prionproteingens an vCJD erkranken kénnen (47,
48). Das Vorliegen eines klinisch inapparenten Tragerstatusses bei heterozygoten
Patienten bedeutet ein deutlich erhdhtes Potential fur die Mdglichkeit infektioser
Blutspenden (68). Ein weiteres Indiz fur eine sich mdoglicherweise nicht in den
aktuellen Fallzahlen widerspiegelnde grof3ere Verbreitung von vCJD gibt eine
retrospektive Untersuchung von Tonsillen- und Appendixmaterial, die in Grof3bri-
tannien durchgefihrt wurde. Hierbei wurde in 3 von 12.674 untersuchten Appen-
dixproben pathologisches Prionprotein gefunden. Ausgehend von dieser
Stichprobe haben die Autoren eine geschétzte Pravalenz von 337 unerkannten
vCJD Infektionen pro Million Einwohner in Grol3britannien errechnet (62). Trotz bis
heute weltweit niedriger Fallzahlen fir klinische vCJD Féalle scheint es somit drin-
gend notwendig, fur einen sicheren Schutz vor mdglichen Infektionen durch Blut
und Blutprodukte zu sorgen.

Um dieses Infektionsrisiko zu minimieren, wurden in Deutschland verschiedene
indirekte Schutzmaflinahmen ergriffen. Hierzu gehoren die seit dem 01.10.2001
vorgeschriebene Leukozytendepletion und der Ausschluss von Blut- und Plas-
maspendern, die sich zum Hohepunkt der BSE-Epidemie langer als 6 Monate in
GrofRbritannien aufgehalten haben (9). Seit Marz 2005 gilt aul3erdem der Aus-
schluss von Blutspendern, bei denen nach dem 01. Januar 1980 eine Operation
oder Bluttransfusion in GroR3britannien oder Nordirland durchgefihrt wurde. Eine
sichere Vermeidung von Sekundéarinfektionen kann trotz dieses hohen Aufwandes
jedoch nicht erreicht werden. So kdnnen Personen, die sich innerhalb Deutsch-
lands oder wéahrend eines kirzeren Aufenthaltes in Grof3britannien durch Rind-
fleischkonsum mit vCJD infiziert haben, durch eine alleinige Erhebung der
Spenderanamnese nicht erfasst werden. Auch der diskutierte Ausschluss von
Transfusionsempfangern von der Blutspende wirde nach Ansicht von Experten
keine deutliche Risikoreduktion bewirken, sondern vielmehr zu einer weiteren
Verknappung und Verteuerung von Blut und Blutprodukten durch den Rickgang
der Anzahl potentieller Blutspender beitragen (102). Zum sicheren Ausschluss von
Sekundarinfektionen fehlt bis heute die Mdglichkeit vCJID- Infektionen auch im

praklinischen Stadium der Krankheit sicher zu diagnostizieren.
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Wir haben in der vorliegenden Studie ein experimentelles Verfahren eingesetzt.
Der verwendete Test basiert auf einer von der bekannten Prionen Theorie abwei-
chenden und diese ergdnzenden Hypothese und soll dazu in der Lage sein, die
vCJD durch den Nachweis von so genannten Prionin-Antikbrpern bereits im
praklinischen Stadium nachzuweisen. Da der Test auf einem ELISA basiert, kann
er maglicherweise die praktischen Anforderungen an ein standardisiert in Blut-
spendediensten eingesetztes Verfahren erfillen. Der endgiltige Beleg der

zugrunde liegenden Hypothese steht zu diesem Zeitpunkt allerdings noch aus.

Aufgrund der SchlUsselposition von kontaminiertem Blut und Blutprodukten ftr
eine sekundare Ausbreitung der Krankheit, haben wir primar Proben von Blut-
spendern mit dem BSE (hc) Plus Test auf das Vorhandensein von anti-Prionin
Antikdrpern hin getestet. Weiterhin wurden Blutproben von 16 Patienten der neu-

rologischen Poliklinik des Universtitatsklinikums getestet.

5.2 Bluttests fur vCJD

Zur Vermeidung von durch Blut oder Blutprodukte bedingten Sekundarinfektionen
ist die Entwicklung eines sicheren Testverfahrens, welches die Identifikation von
mit vCJID infizierten Personen bereits in der praklinischen Phase der Krankheit
gewabhrleistet, dringend notwendig (68). Ein solcher Test ware indirekten Mal3-
nahmen zur Verhinderung von Sekundarinfektionen wie dem oben genannten
prophylaktischen Ausschluss von Blutspendern deutlich Uberlegen (16). Auch
kann allein durch die Leukozytendepletion von Blutspenden vermutlich keine so
hohe Erregerreduktion bewirkt werden, wie primar angenommen wurde.
Cervenakova et al. konnten 2003 zeigen, dass bei mit vCJD infizierten Mausen
anndhernd gleiche Infektidsitatslevel in Plasma und Leukozytenfraktion bestehen
(27). Dies widerspricht vorherigen Annahmen, dass sich etwa 90 % der
Infektiositat in  der Leukozytenfraktion befinden und somit Uber die
Leukozytendepletion eine wirksame Reduktion des Transmissionsrisikosder vCJD
erreicht werden kann (18).
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Der routinemafiige Einsatz im Blutspendewesen stellt allerdings spezifische An-
forderungen an ein Testsystem. So muss ein solcher Test ohne grof3en zeitlichen,
geratetechnischen und finanziellen Aufwand in das routinemafRlige Spenderscree-
ning integrierbar sein. AuRerdem mussen eine ausreichende Sensitivitat und Spe-
zifitat des Tests und die Mdoglichkeit eines grofRen Probendurchsatzes in kurzer

Zeit gewdahrleistet sein (68).

Von der europaischen Kommission wurden verschiedene Testsysteme zur BSE
Diagnostik zugelassen (10, 52, 86, 106, 108). Alle diese von der Schlachtindustrie
routinemaRig eingesetzten Tests werden post mortem an Hirnstamm- oder RU-
ckenmarksgewebe durchgefuhrt. Ein Nachweis von pathologischem Prionprotein
aus Blut ist mit ihnen nicht mdglich. Die Tests sind somit nicht fir einen Einsatz im

Blutspendewesen nutzbar.

Als problematisch fur die Entwicklung eines zuverlassigen ante mortem Tests
haben sich bisher sowohl die niedrige Konzentration von pathologischem Pri-
onprotein in Korperflussigkeiten, als auch das Fehlen zuverlassiger Surrogatmar-
ker der Infektion erwiesen. Fur den direkten Nachweis der vCJD aus
menschlichem Blut sind also &ul3erst sensitive Testsysteme notwendig, die aul3er-
dem sicher zwischen pathologischem PrP*¢ und der physiologischen zellularen

Isoform des Prionproteins unterscheiden kdnnen mussen (68).

Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich mit der Entwicklung von Bluttests be-
schaftigt. So veroffentlichten Schmerr et al. bereits 1999 eine Methode, die durch
Kombination von Kapillarelektrophorese und kompetetivem Immunoassay die
Sensitivitét des Tests erhdhen sollte (110). Die Methode scheiterte jedoch an der
Unterscheidung zwischen mit CJD infizierten Schimpansen und gesunden Indivi-
duen (26). Ein anderer Ansatz beruht auf einem konformationsspezifischen Immu-
noassay, der durch den Einsatz hochspezifischer konformationaler Antikdrper
dazu in der Lage ist, zwischen PrP* und physiologischem Prionprotein zu unter-
scheiden. Publikationen der Arbeitsgruppe von Safar et al. tber den Einsatz die-
ses Prinzips als Bluttest fehlen bisher (105). Andere Arbeitsgruppen versuchen
uber Anreicherungsschritte die PrP*® Konzentration in den untersuchten Proben zu

erhéhen und so auch die Sensitivitat des Testsystems heraufzusetzen. Hierzu
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gehort zum Beispiel der Einsatz spezifischer Liganden, die an PrP* binden und
aufgrund einer speziellen Markierung den Nachweis mit herkdmmlichen Testsys-
temen wie ELISAs oder Western Blot ermdglichen durch die Gruppe von Lane et
al. (76). Der bisher am weitesten Entwickelte Testansatz stammt von der Arbeits-
gruppe um Claudio Soto. Die Gruppe entwickelte ein System, welches durch die
so genannte zyklische Amplifikation (protein misfolding cyclic amplification; PMCA)
in Proben enthaltenes PrP*® soweit vermehrt, dass nach Verdauung mit Proteina-
se K der Nachweis durch Gelelektrophorese mdglich ist (104). Hierfir werden
Mischungen aus gesunden und infizierten Gehirnhomogenaten erstellt, die dar-
aufhin verschiedene Inkubations- und Sonifikationsschritte durchlaufen. Durch den
Einsatz der PMCA Methode gelang es PrP* aus dem Blut von mit 263K Scrapie
infizierten Hamstern bereits in der praklinischen Phase der Krankheit nachzuwei-
sen (103). Es gelang bisher jedoch nicht, PrP* in Gehirnhomogenaten anderer
Spezies zu amplifizieren (112). Die Methode stellt durch die verschiedenen Ampli-
fikationsschritte und den direkten Umgang mit infektiosem Material hohe labor-
technische Anforderungen. Die notwendigen langen Inkubationszeiten und der
anschlieRende Einsatz von Western Blots zum Nachweis von PrP*° sind sehr
zeitaufwendig und verhindern einen hohen Probendurchsatz in kurzer Zeit. Eine
Automatisierung des Systems scheint zum heutigen Zeitpunkt noch nicht moglich.
Auch die Verwendung von Gehirnhomogenat als notwendiges Amplifikations-
substrat und PrP°-Quelle lasst die Anwendbarkeit des Systems fiir die antemortem
Diagnostik humaner TSEs als fragwuirdig erscheinen. So musste fir eine Anwen-
dung des Systems zur Diagnose von vCJD beim Menschen auch menschliches
Hirnhomogenat als Substrat zur Verfiigung stehen, was aus ethischen Grinden
kaum moglich erscheint. Auch steht bisher keine Methode zur Verfiigung mit wel-
cher dieses ,gesunde* Hirnhomogenat auf das Vorhandensein von PrP* hin ge-

testet werden kann.

5.2.1 Anti-Prionin ELISA

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete BSE (hc) Plus Test ist ein Sandwich

Immunoassay, der durch den Nachweis von anti-Prionin Antikérpern die Diagnose

68



der vCJD bereits in der praklinischen Phase ermdglichen soll. Gemald der zugrun-
de liegenden Prionin-Hypothese sind diese das krankheitspezifische Produkt einer
Immunreaktion des infizierten Individuums auf den Kontakt mit antigen wirkenden
Prioninen. Enzymimmunoassays gehdren zu den seit langen etablierten Laborme-
thoden. Aufgrund ihrer einfachen Durchfihrbarkeit, ihrer hohen Selektivitat und
Sensitivitat gehoren sie zu den Standartverfahren der medizinischen Analytik.
Durch den Einsatz standardisierter Mikrotiterplatten sind die Testsysteme univer-
sell einsetzbar. Die Durchfihrung der Messung kann durch den Einsatz von spe-
ziellen Pipettier- und Lesegerdten weitestgehend automatisiert werden. In
Blutspendediensten finden ELISAs vor allem in der Bestimmung infektionsserolo-
gischer Parameter routinemaRige Verwendung. Der BSE PLUS™ (hc)-Test stellt
also keine zusatzlichen Anforderungen an die benétigte Laborausstattung, wo-
durch der standardisierte Einsatz im Blutspenderscreening beginstigt werden

wurde.

Der BSE PLUS™ (hc)-Test lief3 sich im Rahmen unserer Studie problemlos durch-
fuhren. Alle bendétigten Gerate und Materialien waren bereits im genutzten Labor
des Blutspendedienstes der Universitatsklinik vorhanden. Auch die Entnahme des
zusatzlich bendtigten Serumrohrchens war unkompliziert in den Ablauf der Blut-
spende integrierbar. Der Zeitaufwand fur die Durchfiihrung des anti-Prionin ELISA
lag im Bereich anderer bereits im Blutspendewesen eingesetzter Testsysteme. Fur
die Testung von 32 Proben (1 Mikrotiterplatte) wurden durchschnittlich 150 Minu-
ten benotigt. Dabei nahmen die vorgegebenen Mindestinkubationszeiten 90 Minu-
ten in Anspruch. Alle Proben und Reagenzien wurden hierbei manuell einpipettiert.
Zum Vergelich betragt die Mindestinkubationszeit des vom Spenderlabor des UKE
verwendeten Immmunoassays zum Nachweis von Zytomegalieinfektionen (CMV
Total AB EIA; Abbott) 111 Minuten.

Fur die Dauer der Inkubationszeit nach Zugabe der Substratlésung wird fur den
BSE PLUS™ (hc)-Test vom Hersteller die Mindestinkubationszeit von 30 Minuten
vorgegeben. Eine Maximaldauer ist nicht angegeben. Wir haben daher fir die von
uns untersuchten Spenderproben drei verschiedene Inkubationszeiten gewahlt.
Die Proben wurden nach Zugabe der Substratlosung fur 30, 45 oder 90 Minuten

inkubiert. Es zeigte sich dabei bei Spenderproben und Kontrollen eine deutliche
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Abhangigkeit zwischen der Lange der Inkubationszeit und der Ho6he der gemesse-
nen Extinktionswerte. Wie aufgrund der enzymatischen Indikatorreaktion zu erwar-
ten, waren die Extinktionswerte hoher je langer die Dauer der Inkubationszeit
betrug. So betrug die mittlere Extinktion der Spenderproben fir CJAS-Antikdrper
bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 0,032 OD, bei 90 Minuten Inkubati-
onszeit betrug sie 0,077 OD. Die Extinktionen der postitiven Kontrollen lagen hier
nach 30 Minuten im Mittel bei 0,271 OD und nach 90 Minuten bei 0,377 OD. Durch
langere Inkubationszeiten wurde die vom Hersteller als mégliche Auswertungsme-
thode angegebene optische Beurteilung der Mikrotiterplatten erleichtert. Durch die
hier kraftiger angefarbten positiven Kontrollen war eine einfachere Abgrenzung zu
negativen Kontrollen und Spenderproben mdoglich. Auf die photometrische Aus-
wertung der Platten hatte die Lange der Inkubationszeit keine Auswirkung, da hier
auf Basis der gemessenen Extinktionswerte eine deutliche Abgrenzung zwischen
Kontrollen und Probandenproben mdglich war. Hierbei erwies sich die vom Her-
steller angegebene Mindestinkubationszeit von 30 Minuten als ausreichend, um
eine im Vergleich zu den Spenderproben und negativen Kontrollen deutlich erh6h-
te Extinktion der positiven Kontrollen zu erreichen. Eine langere Inkubationszeit
erscheint hier unnétig, da sie allein die Testdauer verlangert ohne dabei die Aus-
sagekraft des Testes zu erh6hen.

Obwohl die Extinktionswerte der positiven Kontrollen deutlich tGber denen der
Spenderproben und negativen Kontrollen lagen, wurde der vom Hersteller des
Tests als Richtwert angegebene Extinktionswert von 0,8 OD nur von 8 Kontrollen
erreicht. Fur eine Standardisierung des ELISA sind konstantere Kontrolllésungen
notwendig. Insbesondere fehlt hier auch eine zuverlassig von den Kontrollen er-

reichte Mindestextinktion.

5.3 Validierung positiver Proben

Fur alle vorgestellten Screeningverfahren besteht zum heutigen Zeitpunkt das
Problem, dass noch keine zuverlassige Bestatigung positiv getesteter Proben

maoglich ist. Hierfur ist nach dem Stand der heutigen Diagnosemdglichkeiten eine
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unter Umstanden langjahrige Beobachtung des betroffenen Blutspenders notwen-
dig. Wobei allerdings auch hierdurch vermutlich keine endgiltige Aussage uber
den Infektionsstatus des Spenders gemacht werden kann, da mdoglicherweise
auch subklinische Krankheitsverlaufe bei Personen mit heterozygotem Genotyp
am Codon 129 des Prionproteingens moglich sind (61). Als eine Mdglichkeit der
Validierung von Testsystemen wird von Ludlam und Turner der Einsatz von mit
Gehirnhomogenat gespiktem Blut oder der Einsatz von Tiermodellen diskutiert
(81). Es besteht zum heutigen Zeitpunkt allerdings noch keine Klarheit darber in
wie weit Ergebnisse aus Tierversuchen auf die tatséachliche Situation im Menschen
Ubertragbar sind. Aufgrund dieser Problematik haben wir in das dieser Studie
zugrunde liegende Protokoll eine Klausel aufgenommen, wonach den Teilnehmern
an der Studie keine Informationen Uber die Testergebnisse zugénglich gemacht
wurden. Allerdings hétte auch hier im Fall eines positiven Testergebnisses das
Problem bestanden, wie mit so einem Spender oder Patienten weiter verfahren

worden ware.

5.4 Blutspender

5.4.1 Hamatologische Parameter

Es konnten insgesamt Proben von 940 Blutspendern in die Studie eingeschlossen
werden. Aufgrund des geringeren Anteils von Frauen am Spenderkollektiv des
UKE gelang es dabei nicht, die geplanten 500 Proben von Blutspenderinnen in-
nerhalb des vorgesehenen Zeitraumes zu sammeln. Es mussten daher mehr Pro-
ben von mannlichen Blutspendern eingeschlossen werden, insgesammt 520

gegeniber 420 Proben weiblicher Spender.

Die Auswertung der im Rahmen der Blutspende ermittelten hamatologischen Pa-
rameter ergab nur geringe Abweichungen von den Referenzbereichen des BTD.
Die grof3ten Abweichungen ergaben sich bei der Hamoglobinkonzentration der
getesteten Blutspender. Hier lagen 61 Frauen und 8 Méanner unterhalb des unte-

ren Grenzwertes. Eisenmangel und damit erniedrigte Hamoglobinkonzentrationen
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stellen durch den durch die Spende bedingten kontinuierlichen Blutverlust ein
haufig auftretendes Problem bei regelmafiger Blutspende dar und waren somit bei
einem Kollektiv von Blutspendern als Probanden zu erwarten (71). Der hdhere
Anteil von Spenderinnen an dieser Gruppe beruht auf dem gegeniber Mannern
erhohten Eisenbedarf von Frauen. Schatzungen zufolge sind 80% der von Eisen-
mangelanamien betroffenen Patienten Frauen. Als Ursache gilt hier insbesondere
der kontinuierliche zusatzliche Eisenverlust durch die Menstruationsblutung.

Bei den weiteren untersuchten Parametern des Blutbildes lagen geringere Abwei-
chungen von den Referenzbereichen des BTD vor. Bei 4 weiblichen und 8 mannli-
chen Blutspendern lag eine Uber den oberen Richtwert von 10 x 103 erhdhte
Leukozytenzahl vor. Erh6hungen der Leukozytenzahlen treten zumeist reaktiv bei
Nikotinabusus, Infektionen, Entziindungen oder auch allergischen Geschehen auf.
Als weitere Ursachen kommen Malignome, metabolische Stérungen oder auch
Reaktionen auf Medikamente, insbesondere Glukokortikoide infrage. Die Betrach-
tung des Differentialblutbildes kann genauere Ruckschlisse Uber die Ursache
einer Leukozytose ermdglichen. So ist die Vermehrung der neutrophilen Granulo-
zyten Ausdruck einer akuten bakteriellen Infektion. Monozytosen treten im Verlauf
entzuindlicher Erkrankungen ab dem 4. bis 7. Tag auf und sind Zeichen der begin-
nenden Immunisierung. Weiterhin kénnen sie bei Tuberkulose, Lues oder subaku-
ten bakteriellen Endokarditiden auftreten. Hierbei liegen jedoch meist deutlich Uber
die Norm erhdhte Werte vor. Erhdhte Lymphozytenzahlen beobachtet man in der
letzten Phase bakterieller Infektionen oder bei Virusinfekten. Insgesamt waren die
Abweichungen bei den untersuchten Blutspendern wie in Tabellle 7 des Ergebnis-
teils dargestellt nur minimal, so dass als Ursache fur abweichende Leukozytenpa-
rameter wohl zumeist leichte Infektgeschehen oder individuelle Abweichungen in
Frage kommen. 4 Spender gaben dementsprechend auch einen bronchopulmona-
len Infekt im Spenderfragebogen an. Insgesamt zeigt die Auswertung der hamato-
logischen Parameter ein weitgehend gesundes Spenderkollektiv. Fir das
Vorliegen von zum Zeitpunkt der Blutspende unbekannter chronischer oder auch
neurodegenerativer Erkrankungen ergab sich kein Anhalt. Die alleinige Beurtei-
lung des Blutbildes und der Spenderselbstauskunft erméglicht jedoch keine Rick-
schliisse auf eine zum Zeitpunkt der Blutspende vorliegende vCJD Infektion im

praklinischen Stadium.

72



5.4.2 BSE Plus (hc) Test bei Blutspendern

In keiner der getesteten Spenderproben lieBen sich Antikdrper gegen eines der
drei Prioninepitope nachweisen. Mit den Extinktionsmittelwerten von 0,043 OD flr
CJAS- Antikorper, 0,042 OD fur BSAS-Antikorper und 0,036 OD fur SCRAPAS-
Antikdrper lagen die Proben deutlich im negativen Testbereich. Den héchsten
gemessenen Extinktionswert erreichte mit 0,260 OD bei einer Inkubationszeit von
30 Minuten fur anti-CJAS AK die Probe eines mannlichen Blutspenders. Zur Kon-
trolle dieses Wertes wurde dieselbe Probe erneut getestet. AulRerdem wurde eine
zweite von diesem Spender eingefrorene Probe aufgetaut, und neben der ersten
Probe ebenfalls mit dem BSE PLUS™ (hc) Test getestet. Diese beiden Proben
waren mit Extinktionswerten von 0,067 OD und 0,073 OD eindeutig negativ. Der
Im ersten Test gemessene Extinktionswert von 0,260 OD lasst sich daher am
wahrscheinlichsten auf einen Messfehler, moglicherweise bedingt durch eine Luft-

blase in der Kavitat der Mikrotiterplatte, zurtckfuhren.

Es ergaben sich bei den 940 getesteten Spenderproben keine Unterschiede zwi-
schen den Extinktionswerten mannlicher und weiblicher Blutspender. Es scheinen
somit keine geschlechtsspezifischen Faktoren, welche zu einer Beeinflussung der
Testergebnisse fuhren kdnnten, zu existieren. Die Hohe der gemessenen Extinkti-
onen war jedoch aufgrund der enzymatischen Indikatorreaktion des Tests deutlich
von der Lange der Inkubationszeit abhangig. Die vom Hersteller als mogliche
Auswertungsmethode angegebene optische Beurteilung der Mikrotiterplatten wur-
de dabei durch eine langere Inkubationszeit erleichtert, da hier die positiven Kon-
trollen deutlicher angefarbt waren und so eine bessere Abgrenzung zu negativen
Kontrollen und Spenderproben méglich war.

Fur das Fehlen positiver Testergebnisse im Spenderkollektiv kommen verschiede-
ne Ursachen in Betracht. Ruckblickend betrachtet scheinen zunachst die in prima-
ren Risikoabschéatzungen erwarteten vCJD Fallzahlen deutlich zu hoch angesetzt
worden zu sein. Alle Modellrechnungen zum Verlauf der vCJD Epidemie sind bis
heute mit grol3en Unsicherheiten behaftet, da viele der eingehenden Variablen nur

abgeschéatzt werden kénnen (107). So fallt zum Beispiel die Anzahl der geschéatz-

73



ten Falle umso gréRer aus, je langer die angenommene Inkubationszeit ist. Auch
die Menge des Konsums von kontaminiertem Rindfleisch und die minimale infekti-
0se Dosis bei oraler Aufnahme des Erregers gehdren zu den Parametern die nur
geschatzt werden kdnnen. Auch die vom statistischen Standpunkt aus betrachte-
ten geringen Fallzahlen erschweren genaue mathematische Analysen. Fir das
Vereinigte Konigreich kamen Ghani et al. in einer primaren Studie aus dem Jahr
1998 auf eine mdgliche Anzahl von mehreren Millionen vCJK Fallen (49). Im Ver-
lauf der Zeit wurde diese Modellrechnung auf Basis der aktuellen Fallzahlen im-
mer weiter prazisiert. Dies fuhrte zu einer deutlichen Verringerung der erwarteten
Fallzahlen. So wurde unter der Annahme einer Inkubationszeit von bis zu 60 Jah-
ren in einer Veroffentlichung aus dem Jahr 2000 anhand der bis zu diesem Zeit-
punkt aufgetretenen vCJK Falle nur noch eine maximale Anzahl von 136.000
vCJK Fallen geschatzt (47). 2003 wurde diese Zahl erneut reduziert. Die Autoren
kamen hier noch auf etwa 7.000 Féalle (48, 49). Die tatsachlichen Fallzahlen blei-
ben allerdings auch hinter diesen reduzierten Abschatzungen noch deutlich zu-
rick. Inwieweit sich eine mdglicherweise deutlich langere Inkubationszeit oder
auch das mogliche Vorhandensein einer Anzahl von nicht klinisch auffalligen In-
fektionstragern sich auf die Entwicklung der vCJD Fallzahlen auswirken wird kann
zum heutigen Zeitpunkt nicht abschliel3end beurteilt werden (30, 33).

Risikoabschéatzungen fur Lander mit nur wenigen oder keinen vCJK Féllen wie
Deutschland sind mit noch gré3eren Unsicherheiten behaftet, da diese zur Zeit
noch nicht an tatséchlichen Fallzahlen validiert werden konnen. Die Modelle basie-
ren hier vor allem auf dem geschatzten Ausmald der Exposition der Bevolkerung
gegentber mit BSE kontaminierten Lebensmitteln. Primére Schatzungen der von
der Bundesregierung eingesetzten Arbeitsgruppe ,Gesamtstrategie Blutversor-
gung angesichts vCJK* fur die Anzahl moglicher vCID Félle in Deutschland aus
dem Jahr 2001 kamen unter worst case Bedingungen auf eine Anzahl von etwa
400 bis 600 primaren vCJD Fallen bis zum Jahr 2040. Diese Schatzung basierte
auf der Annahme, dass die Zahl der zu erwartenden vCJD Falle direkt proportional
zur GrolRe der BSE Epidemie eines Landes ist. Weiterhin wurde angenommen
dass seit 1981 bis zum Verbot von der Verwendung von Hochrisikomaterialien zur
Lebensmittelherstellung im Oktober 2000 jahrlich etwa 50 bis 200 infizierte Rinder
in die Nahrungskette gelangten (102). In Anbetracht der bisherigen Entwicklung
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kommt die Arbeitsgruppe in ihrer Aktualisierung dieses Berichts im Méarz 2006
allerdings zu dem Schluss, dass in Deutschland nur ,vereinzelte vCIK Falle auf-
treten werden“ (102). Das Fehlen positiver Testergebnisse flur CJAS-Antikorper in
unserer Studie scheint also mit den aktuell erwarteten niedrigen Fallzahlen zu
korrelieren. Allerdings besteht auch hier die Moglichkeit, dass sehr frihe Infekti-
onsstadien mit einer moglicherweise noch niedrigen Antikérpermenge durch den
Test nicht erreicht werden. Gemal3 der Prioninhypothese sollten in diesem Krank-
heitsstadium bei einer durch die Aufnahme von kontaminiertem Rindfleisch be-
dingten vCJD allerdings parallel BSAS-Antikdrper nachweisbar sein, die so als
Marker fur eine mogliche vCJD dienen kdnnen. Auch diese Konstellation lies sich
bei keinem getesteten Blutspender nachweisen.

Das getestete Blutspenderkollektiv stellt eine im Vergleich zur Gesamtbevdlkerung
sehr selektierte Population dar. Durch den seit Januar 2001 geltenden Ausschluss
von Spendern die sich in der Zeit von 1980 bis 1996, also zum Hohepunkt der
BSE Epidemie, 6 Monate oder mehr in Grol3britannien aufgehalten haben, ist
diese Gruppe mit erhéhtem Risko fir primare vCJD Infektionen bereits nicht mehr
in dem von uns getesteten Kollektiv enthalten. Das durchschnittliche Alter der in
die Studie eingeschlossenen Blutspender lag mit 41,2 Jahren aul3erdem deutlich
Uber dem der bisher an vCJD erkrankten Personen. Hier betragt das Durch-
schnittsalter beim Auftreten der ersten vCJK Symptome 26 Jahre (61). Dieses
altersabhangige Erkrankungsrisiko scheint nicht wie zunachst angenommen durch
einen erhodhten Rindfleischkonsum Jungendlicher bedingt zu sein (61) Nach Boelle
et al. scheint vielmehr eine spezifische altersabhangige Empfindlichkeit zu beste-
hen, die mdglicherweise durch eine erhéhte Durchlassigkeit der Darmschleimhaut
bedingt wird (11). Diese Risikogruppe ist im Kollektiv der getesteten Blutspender

also nur teilweise vertreten.

Obwohl es in Norddeutschland weniger BSE Falle gibt als in Studdeutschland,
bestehen keine Hinweise fir ein geographisch bedingtes geringeres vCJD Risiko
in Norddeutschland und ein hierdurch verursachtes Fehlen von positiven Tester-
gebnissen in unserer Studie. Die Sammlung der Proben erfolgte von Juli 2001 bis
Mérz 2002. In den Jahren 2001 und 2002 wurden in Niedersachsen und Schles-

wig-Holstein insgesamt 72 Rinder positiv fur BSE getestet. Im selben Zeitraum
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wurden in Bayern 91 BSE Félle gemeldet. Fir Deutschland existieren genaue
Angaben Uber BSE Fallzahlen erst ab dem Zeitpunkt der obligatorischen Durch-
fuhrung von BSE-Schnelltests, daher kbnnen keine genauen Aussagen uber regi-
onale Unterschiede in der Verteilung des Auftretens von BSE vor diesem
Zeitpunkt gemacht werden. Jedoch zeigt sich wahrend der gesamten Erfassung
der BSE Fallzahlen ein vermehrtes Auftreten von BSE in Stiddeutschland. Bis zum
31. Oktober 2006 wurden in Deutschland insgesamt 395 Féalle von BSE bei
Schlachtrindern nachgewiesen. 141 dieser Félle traten in Bayern auf, in Schles-
wig-Holstein wurden 73 und in Niedersachsen 32 Falle registriert. Gemessen an
diesen Fallzahlen scheint in Norddeutschland moglicherweise ein geringeres Risi-
ko fur den Kontakt mit BSE kontaminiertem Rindfleisch und damit eventuell auch
fur die primare Infektion mit vCJD zu bestehen. Umfangreiche retrospektive Stu-
dien zur geographischen Verteilung von vCJD in GroRRbritannien haben bisher
keine Korrelation zwischen dem regional erhdhten Vorkommen von BSE Fallen
und dem Auftreten von vCJD feststellen konnen (4, 37). Cousens et al. kommen
vielmehr zu dem Schluss, dass durch den nicht mehr regional gebundenen
Fleischverarbeitungsprozess kein erhéhtes Risiko fur vCJD in Regionen mit hoher
BSE-Haufigkeit besteht. Um genaueren Aufschluss Uber die spezifische Risikosi-
tuation der getesteten Blutspender zu erlangen fehlen jedoch Daten Uber den
Rindfleischkonsum der Blutspender und die genaue Herkunft des konsumierten

Fleisches.

Endogene SCRAPAS-Antikdrper sind gemal3 der Prioninhypothese ein Marker fur
den Kontakt mit Scrapie. Bei keinem der getesteten Blutspender oder Patienten
waren solche Antikdrper nachweisbar. Diese negativen Ergebnisse lassen sich
durch zwei Faktoren erklaren. Zum einen ist die Inszidenz von Scrapie in Deutsch-
land relativ niedrig. So wurden in den Jahren 2001 und 2002 laut Statistik des
Bundesministeriums fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz bun-
desweit nur 19 Scrapie Falle gemeldet. Weiterhin liegt der Konsum von Schaf- und
Ziegenfleisch deutlich unter dem Verbrauch an Rindfleisch. Nach der Verbrauchs-
statistik des Bundesverbandes der deutschen Fleischwarenindustrie lag der
Verbrauch an Schaf- und Ziegenfleisch in den Jahren 2001 bis 2007 konstant bei
0,7 kg pro Person. Dagegen betrug der Rindfleischverzehr im Jahr 2001 6,8 kg
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und 2002 8,2 kg pro Person. Dieses niedrige Risiko fir einen Kontakt mit Scrapie

wird durch die negativen Testergebnisse widergespiegelt.

5.5 Patienten

5.5.1 Allgemeine Parameter

Das Patientenkollektiv stellt eine im Vergleich zum Blutspenderkollektiv sehr hete-
rogene Gruppe dar. Die Ursache hierfur liegt in der zufalligen Auswahl der Patien-
ten und den aus diesem Grund sehr unterschiedlichen Ausgangsdiagnosen die zu
einer Untersuchung von Proben im Liquorlabor gefuhrt haben. Die Patientengrup-
pe reprasentiert somit ein breites Spektrum neurologischer Erkrankungen bei
denen differentialdiagnostisch auch oft TSEs im Hintergrund stehen kodnnnen.
Insbesondere bei den drei Patienten bei denen die Liquordiagnostik aufgrund
einer progredienten Demenz durchgefiihrt wurde, sollte auch eine TSE differenti-
aldiagnostisch ausgeschlossen werden. Bei 9 Patienten ergab die Liquordi-
agnostik normale Liquorbefunde ohne pathologische Auffalligkeiten. Die
neuronenspezifische Enolase ergab bei keinem der 5 Patienten bei denen sie
bestimmt wurde aufféllige Befunde. Wodurch zumindest bei diesen Patienten ein
starker Untergang von Neuronen, wie er durch eine TSE ausgel6st werden wirde,
vermutlich ausgeschlossen werden kann. Bei den 7 Patienten mit auffalligen Li-
quorbefunden, entsprachen die Befundkonstellationen der zugrunde liegenden
Verdachts- oder Ausgangsdiagnose. So ergab die Diagnostik bei einem mannli-
chen Patienten mit Kryptokokkenmeningitis bei zugrunde liegender HIV Infektion
das Bild eines chronischen Entziindungsprozesses im ZNS, mit einer erhdéhten
Zellzahl von 56/ul, leicht erhohtem Laktat im Liquor (2,3 mmol/l), einem erh6htem
Gesamteiweild von 624 mg/l und dem Nachweis einer intrathekalen Immunglobu-
linsynthese. Direkte Hinweise auf eine bestehende Creutzfeldt-Jakob Erkrankung
ergaben sich bei keinem der Untersuchten Patienten, allerdings sollte insbesonde-
re bei den beiden Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer progredienten De-
menz ohne Auffalligkeiten im Liquorbefund eine weitere Ausschlussdiagnostik

erfolgen. Hierzu wirden nach heutigem Kenntnisstand zum Beispiel die Bestim-
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mung von 14-3-3 Protein im Liquor und die Durchfiihrung einer Magnetresonanz-
tomographie des Gehirns gehodren. Die alleinige Bestimmung der Standardliquor-
parameter erlaubt keine Aussagen Uber das Vorliegen einer TSE, da diese bei

Patienten mit CJD in der Regel unauffallig sind (69).

5.5.2 BSE PLUS (hc) Test bei Patienten

Die mit dem BSE PLUS™ (hc)-Test getesteten Serumproben der 16 in die Studie
eingeschlossenen Patienten waren ebenso wie die der Blutspender negativ fur alle
drei Prioninepitope. Die Proben lagen mit den Extinktionsmittelwerten von 0,063
OD fur anit-CJAS, 0,058 OD fur anti-BSAS und 0,050 OD fir anti-SCRAPAS deut-
lich im negativen Bereich. Durch das deutlich kleinere Kollektiv ist kein direkter
Vergleich zwischen der Patienten und Blutspendergruppe mdoglich. Fir eine ge-
nauere Beurteilung ist sicherlich auch die Testung eines gréf3eren Kollektivs not-

wendig.

FiUr die negativen Ergebnisse des BSE PLUS™ (hc) Tests gelten die Selben Er-
klarungen wie fir die negativen Testergebnisse der Blutspender. Allerdings fehlen
auch hier genaue Kenntnisse Uber den Rindfleischkonsum der Patienten. Auch
liegen keine Auskinfte Uber mogliche Auslandaufenthalte der Patienten in Grol3-
britannien zur Zeit der BSE Epidemie vor. Eine genaue Abschatzung des individu-

ellen Risikos einer vCJD Erkrankung ist also auch hier nicht méglich.

5.6 Prionin-Hypothese

Die dem BSE (hc) PLUS Test zugrunde liegende Prioninhypothese ist zum heuti-
gen Zeitpunkt nicht endgultig belegt. Hierflur fehlt die Testung positiver Blutproben
von vCJD Patienten wahrend verschiedener Phasen der Krankheit oder auch die
in vitro Generation von infektibsen Prioninen. Eine Ubereinstimmung zwischen
dem anti-Prionin ELISA und standardisiert eingesetzten BSE-Schnelltests konnte

bei der parallelen Testung von Rindern in Italien gezeigt werden. Alle im Schnell-
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test negativ getesteten Tiere waren auch im BSE PLUS™ (hc) Test negativ (un-

veroffentlichte Daten; Altegen).

Die Prioninhypothese steht nach heutigen Erkenntnissen nicht im Widerspruch zur
bekannten Prionen-Theorie. Die Hypothese kann stattdessen moglicherweise
erganzende Bausteine der Prionen-Theorie liefern. Das zum endgultigen Beweis
der Prionen-Theorie als ,Goldstandart* geforderte Experiment, die in vitro Erzeu-
gung von de novo Infektiositat existiert zum heutigen Zeitpunkt noch nicht. Bisher
ist es nur der Arbeitsgruppe von Prusiner gelungen durch in vitro erzeugte Prionen
Infektiositat zu generieren (78). Hierfur wurde verkirztes rekombinantes PrP der
Maus in hohen Konzentrationen durch Inkubation in Anwesenheit von Harnstoff
und Guanidiniumhydrochlorid in fibrillare Strukturen Uberfihrt. Diese ,syntheti-
schen Prionen” erzeugten nach sehr langer Inkubationszeit in transgenen Mausen,
welche verklrztes PrP Uberexprimieren eine spongiforme Enzephalopathie. Die
Infektiositat der synthetischen Prionen war hierbei allerdings sehr niedrig. Auch
besteht in dieser Versuchsanordnung das Problem, dass die als Indikatortiere
verwendeteten transgenen Mause spontan prionenkrankheitenahnliche neurode-
generative Krankheiten entwickeln kdnnen (29, 124). Somit kann die von den
Mausen im Verlauf des Experiments entwickelte Erkrankung auch als spontan
entstanden interpretiert werden, insbesondere da das histopathologische Bild der
beobachteten Krankeit sich deutlich von dem normalerweise bei Prionenkrankhei-
ten in Mausen beobachteten unterschied. In verschiedenen anderen Studien
konnte zwar in vitro PrPsc mit spezifischen Eigenschaften wie B-Faltblattstruktur
oder Proteinaseresistenz erzeugt werden, dieses war jedoch nie infektios (7, 63,
73). Moglicherweise lasst sich dies auf das Fehlen eines bisher noch nicht identifi-
zierten Faktors, welcher fur die Replikation pathogener Prionen notwendig ist
erklaren (8) Die Priontheorie erklart auRerdem Speziesbarrieren in Ubertragungs-
experimenten durch diesen als Faktor X bezeichneten Faktor. Prionine sind auf-
grund ihrer postulierten Eigenschaften ein méglicher Kandidat fiir dieses Protein

X. Um dies endglltig zu belegen fehlen jedoch weiterfihrende Untersuchungen.
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6 Zusammenfassung

Die variante Creutzfeldt-Jakob Krankheit ist eine zum Formenkreis der transmis-
siblen spongiformen Enzephalopathien gehdrende, immer tddlich verlaufende
neurodegenerative Erkrankung. Die Krankheit gilt als die menschliche Form der
bovinen spongiformen Enzephalopathie. Bis heute sind drei Falle in denen die
Krankheit vermutlich durch Bluttransfusionen von Mensch zu Mensch Ubertragen
wurde bekannt. Zur Vermeidung solcher Sekundarinfektionen wurden im deut-
schen Blutspendewesen verschiedene indirekte Sicherheitsmalinahmen ergriffen.
Hierzu gehotren der Ausschluss von Personen mit erhéhtem Risiko fur primére
vCJD Infektionen von der Blutspende und die Leukozytendepletion. Das Risiko
von Sekundarinfektionen durch Personen die sich in der langen asymptomati-
schen Inkubationszeit der Krankheit befinden bleibt jedoch trotz dieser Mal3nah-
men weiterhin bestehen. Eine sichere Diagnose der varianten Creutzfeldt-Jakob
Krankheit wahrend der praklinischen Phase ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht

maoglich.

Wir haben in der vorliegenden Studie einen Bluttest verwendet der durch den
Nachweis von so genannten anti-Prionin Antikbrpern dazu in der Lage sein soll die
vCJD auch wahrend der préaklinischen Krankheitsphase nachzuweisen. Die dem
Test zugrunde liegende Prioninhypothese liefert moglicherweise eine Erganzung
zur bekannten Prionentheorie. Der endglltige Beleg der Hypothese steht noch

aus.

Es wurden Proben von Blutspendern und Patienten der neurologischen Klinik des
Universitatskrankenhauses untersucht. Dabei konnten in keiner der untersuchten
Proben anti-Prionin Antikérper nachgewiesen werden. Auch zusatzlich erhobene
hamatologische- und Ligquorparameter erbrachten keinen Hinweis auf das Vorlie-
gen von neurodegenerativen Erkrankungen. Diese negativen Testergebnisse
liegen im Rahmen der fur Deutschland erwarteten geringen Fallzahlen. Wir konn-
ten keine Unterschiede zwischen den Testergebnissen von méannlichen und weib-
lichen Blutspendern und Patienten feststellen. Die festgestellte Abhangigkeit der

Extinktionswerte von der Lange der Inkubationszeit nach Substratzugabe ent-
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spricht der enzymatischen Indikatorreaktion des verwendeten ELISAs. Die Durch-
fuhrung des Tests war unkompliziert und gut in den Ablauf der regularen Blut-
spende integrierbar. Fur einen routinemalligen Einsatz des Tests sind jedoch
stabilere positive Kontrollen und ein Beleg der zugrunde liegenden Hypothese

notwendig.
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