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1. EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) wundelahr 1986 erstmals in England
beschrieben (WELLS et al., 1987). Die ersten diagnerten Falle der Variante der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD) traten 1995 daks in England auf (BRITTON et
al., 1995; BATEMAN et al., 1995; WILL et al., 199@)erzeit wird davon ausgegangen,
dal3 vCJID als humane Form der BSE anzusehen ist_(Eilal., 1997; BRUCE et al.,
1997; ALMOND und PATTISON, 1997; PRUSINER, 1997)uwtie Ubertragung auf den
Menschen durch die Aufnahme von mit infektibseroRenproteinen aus bovinem ZNS-
Material kontaminierten Lebensmitteln erfolgt (WILL999; LASMEZAS et al., 2001).
Aus Grunden des Verbraucherschutzes wurde dahef7 188 Verwendung von
spezifiziertem Risikomaterial in Fleischerzeugnisserboten (Entscheidung 97/534/EG).
Die Uberwachung der Einhaltung dieses Entscheidestaljet sich bis heute
problematisch, da die kommerziell erhaltlichen $g¢steme nur eine geringe
Tierartspezifitat aufweisen (ANONYM, 2001a; HORLAER et al., 2001; ANONYM,
2002; HOLTBECKER, 2004; LUX et al., 2005; NOWAK at, 2005; HOSSNER et al.,
2006).

Ziel dieser Arbeit war es, Sandwich-Enzymimmuntesmi$ der Basis von spezifischen
Antikdrpern gegen die bovinen neuronalen und glialMarkerproteine saures
Gliafaserprotein (GFAP) und basisches MyelinprotgiMBP) zum tierart- und
organspezifischen Nachweis zu entwickeln, um eizewerlassigen Nachweis von
Risikomaterialien in rohen sowie hitzebehandeltégisEherzeugnissen zu ermaéglichen.
Die Tierartspezifitat der Antikbrper gegen dasrea@liafaserprotein sollte zudem durch
Verwendung zweier rinderspezifischer Peptidsequenaés Zielantigene verbessert
werden. Diese Tests sollten im Rahmen eines irdggn Nachweissystems auf der Stufe
eines Screeningtests angesiedelt sein. Durch degrbtion beider Parameter in einen
Untersuchungsgang sollte die Aussagekraft und ediglit der Untersuchung erhoht
werden. Dies erforderte gleichzeitig die Etabligrueiner gemeinsamen, einfach und
schnell durchzufihrenden Probenvorbereitung. Dididéaung der Methoden sollte
anhand von Referenzmaterialien und Handelsprobesngefiihrt werden.

Neben der eigentlichen Testentwicklung sollte eGlearakterisierung der verwendeten

Antiseren im Western Blot erfolgen.
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2 SCHRIFTTUM
2.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathie (TSE)

Bei Transmissiblen Spongiformen EnzephalopathierSE)T handelt es sich um
Ubertragbare, infektiose, chronisch progressiv undetal verlaufende
Degenerationskrankheiten des zentralen Nervensgstbei Menschen und Tieren
(SCHICKER, 1998). Die Bezeichnung der Transmissit3@ongiformen Enzephalopathie
bezieht sich auf die Ubertragbarkeit der Kranki{BtYSCHMANN und GROSCHUP,
1998), wahrend die synonym verwendete Bezeichnumanéhkrankheit sich auf ihren
vermuteten Erreger (PRUSINER, 1982) bezieht. Diescrégedenen TSE zeichnen sich
durch viele Gemeinsamkeiten aus wie z.B. die larigknbationszeiten, ihr Vorkommen
bei zahlreichen Spezies, fehlende Immunantwort BEntziindungsanzeichen, tédlicher
Ausgang, eindeutige pathohistologische VerandemmgeGehirn und die Tatsache, dass
eine eindeutige Diagnose zur Zeit nur postmortatedit werden kann (HORNLIMANN,
2001). Kennzeichnend fur alle Formen sind die Ipgtologisch typischen
schwammartigen Gehirnveranderungen, die durch Makeng und Degeneration von
Nervenzellen, reaktive Astrogliose und Ansammlungn v pathogenen Prionen
(proteinaceous infectious particle) charakterisiestind (EHRENSPERGER und
VANDEVELDE, 1998). Das klinische Bild ist dementephend durch
Verhaltensanderungen, Demenz sowie Sensibilitdtsad uBewegungsstorungen
gekennzeichnet (SCHICKER, 1998). Derzeit stellt diBovine Spongiforme
Enzephalopathie die bedeutendste TSE dar.

2.1.1 Prionen als Krankheitserreger

Zur Erregernatur der TSE liegen verschiedene Hygssth vor (GAREIS, 1995;
RABENAU, 1997). Weitgehend akzeptiert ist die inhJd982 von S. B. PRUSINER
postulierte Protein-only-Hypothese¢ (PRUSINER, 1982), der zu Folge einem
pathogenen Prionenprotein (PrPsc) eine zentralewBedg bei der Krankheitsentstehung
beigemessen wird (HORN et al., 2001). Physiologisetionen (PrPc) sind Glycoproteine
mit vorwiegenda-helikaler Struktur (PAN et al., 1993), die als ukge Bestandteile auf

nahezu allen Zellmembranen von Korperzellen, ausgemen Pankreas- und Leberzellen,
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vorkommen. Sie werden ribosomal synthetisiert, rimdit und an der Zelloberflache
verankert (COHEN et al., 1994). Eine besonders hekgrimierung zeigen Neuronen
gefolgt von Lungenzellen, Muskelzellen, Herz-, Wger Thymus- und Zungenzellen
(MOUDJOU et al., 2001). Sie sind nach derzeitigeemiinisstand an der Steuerung von
lonenkandlen und an Prozessen der Signaltransduktteiligt (SPIELHAUPTER und
SCHATZL, 2001). Weiterhin stellen sie vermutlich iNerbindung mit Kupfer
Antioxidantien dar (BROWN, 2001) und erleichternssien Transport in die Zelle
(KRAMER et al.,, 2001). PrPc und PrPsc unterscheideh voneinander durch ihre
Konformation bei unveranderter Primarstruktur (BAR et al., 1986): Pathogene Prionen
PrPsc weisen vorwiegend eine R-Faltblattstruktdr Al&hrend PrPc weniger als 3% 3-
Faltblattstruktur aufweist, weist das PrPsc rundo5auf (PAN et al., 1993). Diese
Konformationsanderung wird flr dessen besonderezeHit Saure-, Proteasen-
(PRUSINER, 1995) und Strahlenstabilitat (ALPER let #967) verantwortlich gemacht.
PrPsc wird durch Proteasen nur bis auf das PrPZr&§ment hydrolysiert, wahrend das
PrPc vollstandig hydrolysiert wird (MEYER et al986; PAN et al., 1993), was man sich
bei den sogenannten Schnelltests an geschlachietegefallenen Tieren zu nutze macht.
Stoffe mit proteolytischen Eigenschaften verringgrdoch die Infektiositat des Agens,
woraus geschlossen wurde der TSE-Erreger sei eaweifgpartikel ohne Nukleinsdure
(PRUSINER, 1995). Grundlegendes Ereignis einernenmfektion ist die Konversion
von a-helikaler Struktur der PrPc in 3-Faltblatiktar (PAN et al., 1993). Als Beweis wird
die Krankheitsresistenz von knockout-Mausen, diéen kerPc an der Zelloberflache
aufweisen, angefiihrt (BUELER et al., 1993).

Fur die von DIRINGER et al. (1994) postuliertéirushypothese' sowie die von CZUB
et al. (1986) postulierteVjrion-Hypothese®, die von nukleinsduretragenden Partikeln
ausgehen, die von einer Hille mit ungewéhnlichegeBschaften umgeben sind (OTZEL
et al., 1994), gibt es keine Anhaltspunkte, da athweis von Nukleinsduren bislang
nicht moglich war (HORN et al., 2001).
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2.1.2 Pathogenese der TSE

Die TSE-Infektion erfolgt oral. Die aufgenommeneathgenen Prionen PrPsc verlassen
Uber lymphatisches Gewebe den Darm und gelangealsniteurogener Passage Uber das
Ganglion coeliacum und tber das Ganglion mesentaricraniale zu den Spinalganglien,
dem Ruckenmark und zum Gehirn. Andererseits gefaiRg@sc Uber deNervus vagus
direkt ins Gehirn (FRIES et al., 2003). Im ZNS lagsie sich unter Dimerenbildung an
PrPc an, was zu einer Umfaltung von regularen Briaru PrPsc fihrt (GASSET et al.,
1992; KOCISKO et al.,, 1994; NGUYEN et al., 1995)ie§e reichern sich in den
Lysosomen an und die proteaseresistenten Anteild?vBsc (PrP27-30) polymerisieren zu
Amyloidfibrillen, welche wiederum Plagues bildenRBSINER et al., 1983). Betroffene
Zellen, in erster Linie Neuronen, dystrophiereneunYakuolisierung aufgrund einer
Homoostasestorung. Die PrPsc I6sen sich ab unddend weitere Zellen (JACKSON et
al., 1999). Dieser Schneeballeffekt fuhrt zum sahwertigen Aussehen des Neuropils
(PRUSINER, 1995).

Beziiglich aktueller Ubersichtsarbeiten zum Stand Wéissens zur Pathogenese von
Prionenerkrankungen sei auf VAN KEULEN et al. (2p@&w. auf GROSCHUP und
BUSCHMANN (2008) verwiesen. Grundséatzlich sind hiemrmer noch eine Reihe von
Fragen nicht abschlieRend geklart, insbesonderégbela der Infektiositat verschiedener

Gewebe.

2.1.3 Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) beim Rind

BSE trat erstmalig 1985 bei zwei Kihen im VereiaigKonigreich auf und wurde 1986
erstmalig beschrieben (WELLS et al., 1987; Tab2llg. Betroffen sind vor allem Rinder,
aber auch Wildwiederkauer. Nach derzeitigem Kemstand kénnen auch Ziegen und
Schafe betroffen sein (FOSTER et al., 1993). Dialationszeit betragt 18 Monate bis
mehrere Jahre (WILESMITH und RYAN, 1992). Es ist geh&auftes Auftreten bei Tieren
im Alter von 5 bis 8 Jahren zu beobachten (BRAUNIg2001). Erkrankte Tiere zeigen
eine Stérung der Motorik mit Ataxie, Parese undtlieggen, der Sensorik mit typischer

Hyperasthesie und des Verhaltens mit Aggressiwt@ Zahneknirschen. Die ersten
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klinischen Symptome wie z.B. Gewichtsverlust, Mi&hktungsriickgang, Verhaltens-,

Sensibilitats- und Bewegungsstérungen kdonnen dicleiaem Lebensalter von etwa 20
Monaten zeigen (DEFRA, 2002). Des Weiteren reagieneetroffene Tiere besonders
empfindlich auf Berihrungen, Gerausche und Lich&reind sind dariber hinaus angstlich
und schreckhaft (BRAUN et al., 1997). Durch eingifen Gang bis hin zum Festliegen
wird das Krankheitsbild abgerundet. Ein progregskeankheitsverlauf fihrt nach zwei

bis drei Monaten zum Verenden der Tiere (SCHICKHR98). In der postmortalen

histologischen Untersuchung weist vor allem das m8thirn charakteristische

Veranderungen auf (WELLS et al., 1987; JEFFREY|et1895; EHRENSPERGER und

VANDEVELDE, 1998).

Die Atiologie der BSE ist trotz deutlicher Erkenisfortschritte nicht vollstandig geklart.
Nach derzeitiger wissenschaftlicher Meinung wurder Krankheitserreger durch
mangelhaft erhitzte Fleisch- und Knochenmehle \etdr (WILESMITH et al., 1988;
VANDEVELDE et al., 1992; KIMBERLIN und WILESMITH, 294; TAN et al., 1999).
Das seit den 40er Jahren als proteinreiches Zustzin der Rinderhaltung verwendete
Fleisch- und Knochenmehl (POHLENZ, 1996; COLLEE @®RIADLEY, 1997a) wurde in
GrolR3britannien bis zum Verfutterungsverbot 198&legn Wiederkauer (BSE Order Sl
1988/1039) und bis 1996 an andere landwirtschhélidutztiere verfittert (BSE Order Sl
1996/962). In Europa erfolgte die Verfutterung véteisch- und Knochenmehl an
Wiederkauer bis 1994 (Entscheidung 94/381/EG) undia Ubrigen landwirtschaftlichen
Nutztiere bis 2001 (Entscheidung 2000/766/EG). Dimhe BSE-Inzidenz in
Milchviehbetrieben von 62,9% im Gegensatz zu Mdstigen (27,3%) (DEFRA, 2002)
erklart sich dadurch, dass das Futter dieser Ng&ohtung zu 5% aus Fleisch- und
Knochenmehl bestand (KIMBERLIN und WILESMITH, 1994)In englischen
Tierkorperbeseitigungsanlagen erfolgte Ende derr 70ghre eine Umstellung des
Herstellungsprozesses von Fleisch- und Knochenm&ében einer reduzierten
Erhitzungsdauer sowie Temperatur (DAHMS, 1997) enter verminderten Extraktion
von Fett mit organischen Losungsmitteln (WILESMIBH al., 1991; KIMBERLIN und
WILESMITH, 1994) wurde das diskontinuierliche auh ekontinuierliches Verfahren
umgestellt (DENNY und HUESTON, 1997; CONRATHS et, @002). Durch die
Verfahrensumstellung fehlten Inaktivierungsschrittech Kohlenwasserstoff (MOULD et
al.,, 1965) sowie durch feuchte Hitze (DICKINSON uidYLOR, 1978), so dass
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pathogene Prionen nicht ausreichend abgetdtet wunded Gber kontaminierte Fleisch-
und Knochenmehle in die Nahrungskette der Tierarggen (WILESMITH et al., 1988).
Durch verzégerte Malinahmen in der Rinderpopuldtmmte sich der Erreger anpassen
und ausbreiten, wodurch es zur weiteren AnreiclgenanFleisch- und Knochenmehlen
kam (VANDEVELDE et al.,, 1992; BRADLEY und WILESMITH1993). Vermutlich
erfolgte die erste Exposition von Kalbern mit kentaiertem Fleisch- und Knochenmehl
in den Jahren 1981/1982 (BRADLEY und WILESMITH, B99KIMBERLIN und
WILESMITH, 1994; DAHMS, 1997).

Auch beziglich des Ursprungs der pathogenen Pribasteht noch keine véllige Klarheit.
Verschiedene Theorien besagen, dass es sich higmbein die Tierart Rind angepasste
oder mit gesteigerter Virulenz versehene Scramepn handelt (HORN et al., 2001;
HORNLIMANN, 2001). In der Literatur wurde die Moglichkeit eines boen Ursprungs
durch spontan an BSE erkrankte Rinder diskutieANWEVELDE et al., 1992; EDDY,
1995; PHILLIPS et al., 2000; SMITH, 2003). Diesepdthese erscheint derzeit jedoch
eher spekulativ (HORN et al., 2001). Eine neuergdilyese sieht die Ursache in der
Entsorgung TSE-infizierter, menschlicher Uberredte indischen Tiermehl- und
Dungemittelanlagen, woraufhin kontaminierte  Prddukns Vereinigte Konigreich
exportiert wurden (COLCHESTER und COLCHESTER, 20@¢ von PURDEY (1996)
veroffentlichte Hypothese das im Rahmen der Ddssgdinplage in den 80er Jahren
verwendete Insektizid Phosmet sei mitverantwortficthdie Entstehung der BSE konnte
von SHAW et al. (2002) nicht bestatigt werden.

Im Vereinigten Konigreich, dem Ursprungsort der BS#reichte die Erkrankung 1992 ein
Haufigkeitsmaximum mit 36.680 erkrankten Tieren.chlalem Futterungsverbot 1988
konnte ein erster Rickgang der Inzidenz beobachtstien, jedoch traten aufgrund
mangelnder Kontrolle weiterhin Falle sogenannter orgBafter-ban“-Rinder auf

(WILESMITH und RYAN, 1993). WILESMITH et al. (199A)ermuten die Ursache in
vertikaler Krankheitsibertragung und DONELLY et §1997) schétzen hierbei das
Ansteckungsrisiko fur Kalber auf 10%. Die Ausbraguler BSE in alle Welt wurde durch
den Export lebender Rinder sowie von Fleisch- unddtenmehl forciert (COLLEE und
BRADLEY, 1997a).
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2.1.4 TSE bei anderen Tieren

Die bedeutendste TSE neben der BSE ist die ber@éB2 erstmalig beschriebene Scrapie
der Schafe, an der auch Ziegen erkranken konndpel[€a2.1). Die Erkrankung ist auch
unter den Bezeichnungen Traberkrankheit, Gnublzksr Wetzkrankheit und la tremblante
bekannt (MC GOWAN, 1922). 1936 und 1939 wurde diefifagbarkeit der Scrapie auf
Schafe und Ziege nachgewiesen (CUILLE und CHELLI36Llund 1939). Die Erkrankung
ist weltweit endemisch ausgenommen Australien uedsdeland, die Scrapie-frei sind. Im
Vereinigten Konigreich beispielsweise erkrankerrljgh 0,5 - 1% aller Schafe an Scrapie
(AGUZZI und WEISSMANN, 1997). Nach einer Inkubatszeit von 4 Monaten bis
mehreren Jahren tritt bei erkrankten Tieren zurtéstasker Juckreiz, der bis hin zum
Verlust der Wolle fihren kann, und Zahneknirscheh Bie tGbererregten Tiere zeigen im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf Inkoordinatiomd fortschreitende Schwache mit
Abmagerung (trotz Futteraufnahme) sowie LAhmungseisungen. Die Erkrankung fuhrt
innerhalb von wenigen Wochen bis Monaten zum TotdARK, 1991; CLARK und
MOAR, 1992; CLARK et al, 1994; SCHICKER, 1998). Ider postmortalen,
histopathologischen Untersuchung kodnnen VakuolehOINIK, 1958) und eine
vermehrte Gliose im Gehirn nachgewiesen werden [BESSON et al., 1993). Die
Auspragung des Krankheitsbildes hangt von eineetimhen Disposition des Tieres im
Genom des PrP sowie vom infizierenden Stamm des®#gb (SIMON, 1996), wobei zur
Zeit Uber 20 verschiedene Stamme bekannt sindKINGON et al., 1968; NUSSBAUM
et al., 1975). Die Infektion erfolgt sowohl vertikaobei die Ansteckungsgefahr wahrend
der Geburt und kurz danach am héchsten ist (FOQBE,€.993), als auch horizontal Gber
infizierte Plazenten und Fruchtwasser (STOCKMANN13; PATTISON et al., 1972).
Aufgrund der hohen Erregerstabilitat bleiben kontaente Weiden drei Jahre lang
infektios. Ein mdgliches Erregerreservoir stelleragnilben dar (WISNIEWSKI et al.,
1996).

Die Tierarten Schaf und Ziege kdonnen jedoch nichitwvon der TSE-Erkrankung Scrapie
sondern auch von der BSE betroffen sein. Eine esgterimentelle Ubertragung von BSE
auf Schafe durch intracerebrale sowie orale Indlarla von infektiosem

Rinderhirnhomogenisat gelang 1993 (FOSTER et #8931 Infizierte Tiere zeigten
Bewegungsstérungen und Zittern, jedoch keinen #rkfFOSTER et al., 2001). Im
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Januar 2005 wurde der erste natiurlich vorkommen@&-Ball bei einer Ziege in
Frankreich bestétigt (Pressemitteilung des BMVELMv@8.01.2005). Das natirliche
Vorkommen BSE-infizierter Schafe kann nicht auspessen werden (KAO et al., 2001).
Die Infektiositat erstreckt sich bei Schaf und &egusatzlich auf Milz und andere
periphere Gewebe (FOSTER et al., 1996). Eine \adgikind horizontale Ubertragung ist
zur Zeit noch ungewiss (ANONYM, 1994).

Von untergeordneter Bedeutung sind die UbertragbaXerzenzephalopathie
(Transmissible Mink Encephalopathy, TME) der Zuehge, die Chronische
Schwundkrankheit (Chronic Wasting Disease, CWD) m&idamerikanischen Zerviden
(WILLIAMS und YOUNG, 1980) und die Feline Spongifoe Enzephalopathie (FSE) der
Katzen und GroR3katzen (WYATT et al., 1990; Tabe@llg), die wahrscheinlich Gber das
Futter verbreitet wurden (PRUSINER, 1997). Bei Seimen ist bislang keine natirliche
TSE-Infektion bekannt. WELLS et al. (2003) konnjedoch durch parenterale Inokulation
Schweine mit BSE infizieren, was durch orale Veeatlrung nicht mdglich war.
Grundsatzlich sind Schweine somit als potentielEggfahrdet anzusehen. Ebenso sind
Huhner als potentiell gefahrdet anzusehen, weil MIAEWS und COOKE (2003) bei
Huhnern nach parenteraler und oraler VerabreichB8E-ahnliche Symptome
beschrieben. Auch einige Affenarten wie z.B. Makaek&d Pinselaffchen erwiesen sich
nach intracerebraler sowie oraler Inokulation emgli&h. Sie zeigten entsprechende
Veradnderungen (LASMEZAS et al., 1996). Experimdngelang 1988 die intracerebrale
BSE-Infektion von M&ausen (FRASER et al.,, 1988), reéld 1990 auch eine orale
Infektion gelang (BARLOW und MIDDLETON, 1990). Beder experimentellen
Ubertragbarkeit, die abhangig ist von Erregermeng@plikationsweg, Hohe der
Speziesbarriere und Haufigkeit des PrPc im KorBdJCHMANN und GROSCHUP,
1998), ist die intracerebrale Inokulation grundsétizdie effektivste Methode und zur
oralen Infektion ist die T0-fache Dosis nétig (KIMBERLIN und WALKER, 1979).i¢s
wurde von SIMON und PAULI (1998) bestatigt. Woralie Speziesbarriere der BSE
beruht ist derzeit noch unklar. Ihre Uberwindundojeh ist umso wahrscheinlicher, je
ahnlicher die Primarstruktur des PrPc des Spertierdes Empfangers ist (SIMON, 1996;
WEISSMANN, 1996). Rind und Mensch haben diesbeztiglieine 92-93%ige
Ubereinstimmung (PRUSINER, 1997), wodurch eine higice Uberwindung der

Speziesbarriere gegeben ist. Eine Erstinfektiorcldepeziesadaptierte Erreger in einer
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weiteren Tierart ist wahrscheinlich zundchst miheei verlangerten Inkubationszeit
(PATTISON und JONES, 1968; PRUSINER, 1997) und reinéheren minimalen
Infektionsdosis verbunden (SIMON, 1996).

2.15 TSE beim Menschen

Zu den TSE des Menschen werden verschiedene Kra@khgezahlt (Tabelle 2.1), die
entweder sporadisch, iatrogen oder hereditar aeftré6SCHICKER, 1998). Alle Formen
sind im Tiermodell Ubertragbar (BUSCHMANN und GRQ®8gIP, 1998). Beim
Menschen ist die wichtigste Prionenerkrankung ds&nealig von H.G. CREUTZFELDT
(1920) und A. JAKOB (1921) beschriebene Creutzfdakob-Krankheit (CJD), wobei
vier Formen unterschieden werden: Die familiare Q30QJD), die wie die weiteren
hereditdr vererbten Prionenerkrankungen Gerstma@ussler-Scheinker-Syndrom
(GSSS) und Fatale Familiare Insomnie (FFI) auf Punkationen im Prionenprotein
codierenden Gen zurickzufuhren ist, wird autosodwhinant vererbt (OWEN et al.,
1989; HSIAO et al., 1989; HSIAO et al., 1991; VANRELDE et al., 1992; MEDORI et
al., 1992). 1968 gelang eine Ubertragung auf Schimsen (GIBBS et al., 1968). Die
spontane CJD (sCJD) ist eine sporadisch auftreté&teErkrankung des Menschen mit
einer weltweiten Inzidenz von 0,5-1 Fall pro MilicEinwohner und Jahr. Sowohl die
durch Transplantation von Dura mater (NISBET, 198%) Cornea (DUFFY et al., 1974),
ungenigend sterilisierte neurochirurgische InstnméWILL und MATTHEWS, 1982)
und Wachstumshormone aus menschlichen HypophysBOVYBN, 1988) Ubertragene
iatrogene CJD (iCJD) als auch die erstmalig in tltaten Jahren aufgetretene neue
Variante der CJD (vCJD) stellen ahnlich der seiglam bekannten Kuru erworbene TSE-

Formen dar.

Die klassische CJD weist eine durchschnittlicheub#tionszeit von 13 Jahren auf. Das
Durchschnittsalter der Betroffenen ist 65 Jahre @B®N et al., 1992). Das klinische Bild
zeigt sich durch progressive Demenz, motorischefubydion und Tod nach etwa vier
Monaten sowie charakteristische EEG-VeranderundeBIDEN, 1998; SCHICKER,
1998). Zwar ist bei Erkrankten ein erhdohter 14-BfBteingehalt im Liquor (ZERR et al.,

1995) sowie meist eine Methionin- bzw. Valin-Homgatie am Codon 129 nachweisbar
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(PALMER et al., 1991), eine eindeutige Diagnostsikjedoch nur durch den postmortalen
Nachweis der schwammartigen Hirndegeneration und Ri®sc-Ablagerung maoglich
(KRETZSCHMAR et al., 1996).

Die ersten vCJD-Falle traten 1995 im Vereinigtemigoeich auf (BRITTON et al., 1995;
BATEMAN et al., 1995; WILL et al., 1996). Seitdemumden weltweit insgesamt 211
Falle bestatigt (Stand: Januar 2009), wovon all@6¥ im Vereinigten Konigreich
auftraten. In Frankreich traten bislang 23, in $@arb, in Irland 4, in USA und in den
Niederlanden 3, in Portugal 2 und in Italien, KamaSaudi-Arabien und Japan je ein Fall
auf (www.cjd.ed.ac.uk). In Deutschland wurden lngldStand: Januar 2009) keine Félle
beschrieben. Das Durchschnittsalter Betroffenayt lismter 40 Jahren. Die vCJD zeichnet
sich demnach durch eine vergleichsweise kurze latkoiiszeit aus. Das klinische Bild ist
gekennzeichnet durch Verhaltensanderungen, Dysasiifgaxie und spater Demenz und
Myoklonien (FEIDEN, 1998). Aufféllig ist der schtgiende Verlauf von durchschnittlich
14 Monaten (KRETZSCHMAR et al.,, 1996). Charaktésidie EEG-Verdnderungen
fehlen. Histopathologisch kénnen bei Betroffenen Waikuolen umgebene PrP-Plaques in
der Grol3hirnrinde nachgewiesen werden (WILL unddHR, 1996). Immunhistologisch
konnen pathogene Prionenproteine in Tonsillen (HiEL al., 1997) und Blinddarm
nachgewiesen werden (HILTON et al., 1998). Aufgruathiger Unterschiede im
klinischen und pathologischen Bild wurde bereitghfrvermutet, dass vCJD eine neue
Variante der bekannten klassischen CJD sei. COLIHNS al. (1996) bestatigten dies
durch Western Blot Analyse des pathogenen Priomégips: Wahrend bei den klassischen
CJD-Formen die Glycosylierungsmustertypen 1-3 mdein waren (PARCHI et al., 1996),
ergab vCJD den Mustertyp 4, der jedoch mit dem PB&Bnenprotein Ubereinstimmt
(COLLINGE et al.,, 1996; HILL et al, 1999). Aufgrdn dieser und weiterer
Ubereinstimmungen wird vCJD als humane Form der BS§esehen (HILL et al., 1997,
BRUCE et al., 1997; ALMOND und PATTISON, 1997; LA®MAS et al., 2001). Es
muss deshalb von einer BSE-Ubertragung auf den éhems ausgegangen werden
(DORMONT, 1999). Eine genetische Pradispositiondabei mdglich, weil bei allen
Betroffenen eine Homozygotie am Codon 129 des Bnproteingens mit Methionin
festgestellt wurde (COLLINGE et al., 1996; ZEIDLERal., 1997; DESLYS et al., 1997).
Diese mogliche Pradisposition weisen etwa 40% deof@er auf (SCHATZEL et al.,
1997). Man geht derzeit davon aus, dass eine Iofeldes Menschen Uber eine orale
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Aufnahme von infektibsem BSE-Material via mensdididNahrungskette erfolgt (WILL,
1999; HILDEBRANDT et al., 2001; LASMEZAS et al., @D), wobei die hdchsten
Infektionstiter im ZNS von Rind, Schaf und Ziege fraden sind (Scientific Steering
Committee (SSC), 1999).

Weitere Prionenerkrankungen sind derzeit von uetadneter Bedeutung: Kuru wurde
1957 erstmals von D. C. GAJDUSEK und V. ZIGAS (1pb&schrieben. Hierbei handelt
es sich um eine seit etwa 1920 im Fore-Stamm inu&&euguinea auftretende
Erkrankung des ZNS, von der vor allem Frauen undd&i betroffen sind, die sich
wahrend des kannibalistischen Totenrituals oralinféktiosem Gehirngewebe infizieren
(ALPERS und GAJDUSEK, 1965). Nach einer Inkubatmits von zwei Jahren bis
Jahrzehnten aufiert sich die Klinik in einem typgsciremor mit progressiver zerebellarer
Ataxie. Erst im Endstadium stellt sich Demenz (GABEK und ZIGAS, 1959) ein. Nach
3 bis 12 Monaten kommt es zum Tod (HORNLIMANN, 2D0OHistologisch finden sich
amyloide Plaques im Kleinhirn (BECK und DANIEL, 197 1986 wurde erstmals die
Fatale Familidre Insomnie (FFI) beschrieben, diemglich auf einem genetischen Defekt
beruht (LUGARESI et al., 1986). Das genetisch bgidirGerstmann-Straussler-Scheinker-
Syndrom wurde zwar 1928 von GERSTMANN (1928) erssntzeschrieben und 1936
nachgewiesen (GERSTMANN et al., 1936), jedoch ancGewebeproben aus dem 18.
Jahrhundert bestatigt (HAINFELLNER et al., 1995).
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Tabelle 2.1:Ubersicht der (natiirlich) vorkommenden Prionenkhagiten.

Erkrankung Abkirzung betroffene Jahr und Land der
(internationale Bezeichnung) Tierart Erstbeschreibung
Bovine Spongiform Encephalopathy BSE Rind, Ziege, 1986,

rinderartige Grol3britannien

Wiederkauer

Scrapie Scrapie Schaf, Ziege 1732, Europa
Transmissible Mink Encephalopathy TME Nerz 1947, USA
Chronic Wasting Disease CwWD Hirsch 1968, USA
Feline Spongiform Encephalopathy FSE Katze 1990,
Grol3britannien
Creutzfeldt-Jakob-Disease CJD Mensch 1920,
(sporadisch, iatrogen, familiar, ne¢®CJD,iCJD Deutschland
Variante) fCJD, vCJD) (vCJD: 1996,
Grol3britannien)
Kuru Kuru Mensch 1957,
Papua Neuguinea
Gerstmann-Straussler-Scheinker ~ GSSS Mensch 1928,
Syndrom Osterreich
Fatal Familiar Insomnia FFI Mensch 1986, Italien
2.2 Epidemiologie der BSE

Obwohl in GroRRbritannien bereits im Juli 1988 daermehlverfitterungsverbot an
Wiederkéauer erfolgte (BSE Order SI 1988/1039), der weltweite Héhepunkt der BSE-
Epidemie im Jahr 1992 und 1993 (DAHMS, 2003). 188dte der européische Angleich
an das Verfutterungsverbot (Entscheidung 94/381/Himnach wurde der Erfolg des
sogenannten Feed-Bans durch einen Riickgang deergicsichtbar. Eine konsequente
Umsetzung des Tiermehlverfutterungsverbotes an Hilgztiere erfolgte erst 1996
(GroRbritannien; BSE Order Sl 1996/962) bzw. 20BU;(Entscheidung 2000/766/EG),
wobei immer noch BSE-Falle unklarer Genese aufiré1ITH, 2003).



2. SCHRIFTTUM 13

221 Situation in Deutschland

BSE wurde im November 2000 zum ersten Mal in Ddués bei einem dort geborenen
Tier nachgewiesen (Pressemitteilung des BMVEL voB112.2000). Zuvor wurden
lediglich sechs importierte BSE-Falle in Deutschlasachgewiesen (WIEMER, 1997). Bis
zum 28. Februar 2009 sind in Deutschland 411 hgstatBSE-Falle bei Rindern
aufgetreten. In der Zeit vom 01.01.2001 bis zum02&009 wurden in Deutschland
18.289.088 Rinder auf BSE untersucht (www.bmelv.8&xzeit ist die BSE-Epidemie in
Deutschland weiter riicklaufig (CONRATHS et al., 20@bbildung 2.1), im Jahr 2008
wurden gerade zwei Tiere positiv getestet. In Dehdéd stellt die BSE-Epidemie
wahrscheinlich ein durch den Import infizierteréabler Rinder und agenshaltiger Fleisch-
und Knochenmehle aus England und anderen Landeunsaehtes Problem dar (SMITH,
2003). Auch ein nach dem ersten BSE-Fall im Vegtan Konigreich (UK) verhangener
Importstopp fur Rindfleischprodukte aus UK nach fBebland konnte dies nicht
verhindern. Im Marz 1994 wurde in Deutschland eirerfitterungsverbot von
proteinhaltigen Erzeugnissen aus SaugetiergewelWiaderkduer erlassen (824a Abs. 2
Viehverkehrsverordnung). Da bis zum Gesetz Uber \dedhot des Verfutterns, des
innergemeinschatftlichen Verbringens und der Ausfubestimmter Futtermittel
(Verfutterungsverbotsgesetz,  VerfVerbG) und die ehdgige Verordnung
(Verfutterungsverbotsverordnung) von Dezember 2(édoch noch Fleisch- und
Knochenmehl an andere Nutztiere verfuttert werdeftel war bis zu dem Zeitpunkt noch
eine Verschleppung durch Mischfuttermittel andéfmre moéglich (CONRATHS et al.,
2002). Bis Ende 2000 wurden weiterhin tierischetd-educh in der Filtterung von
Wiederkauern, vorwiegend zur Herstellung von Miletauschern verwendet
(CONRATHS et al., 2002). Der BSE-Nachweis erfolgirah Schnelltests, die auf
immunologischen und biochemischen Verfahren beruhend histopathologische

Bestatigung.
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Abbildung 2.1: Anzahl der bestatigten BSE-Félle bei Rindern iauBchland in den
Jahren 2000 bis 2008. Insgesamt traten in DeutsdHiéslang 411 bestatigte BSE-Falle
auf (Stand: 28. Februar 2009).

2.2.2 Situation in Europa

Die BSE hatte im Vereinigten Konigreich Grol3briteem und Nordirland die grof3ten
Auswirkungen. Dort trat sie erstmalig 1985 auf upidlang liegen 184.588 amitlich
bestatigte BSE-Falle bei Rindern vor (Stand: 31zdbgber 2008) (www.oie.int). Im
Rahmen der Bekampfung wurden dort seit 1996 anndh&® Millionen Rinder im Alter
von Uber 30 Monaten getttet und unschadlich entsdngden Ubrigen européischen
Landern war das Ausmald der BSE entsprechend den&weutschland (Tabelle 2.2).

Derzeit ist auch im Ubrigen Europa die BSE-Epideraaklaufig.

2.2.3 Situation in der restlichen Welt

BSE ist mittlerweile weltweit endemisch. In Japaispielsweise trat 2001 der erste BSE-
Fall auf. Bislang wurden dort 35 Falle amtlich b¢igt (Stand: 31. Dezember 2008).
Lange Zeit galt insbesondere USA als BSE-frei, gidauch dort trat 2005 der erste Fall
auf (Tabelle 2.2) (www.oie.int).
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Tabelle 2.2:Ubersicht der bis zum 31. Dezember 2008 weltwestdigten BSE-Falle und
Zeitpunkt des ersten nicht-importierten BSE-Fafleaw.oie.int).

Land Anzahl erster Land Anzahl erster
BSE-Félle BSE-Fall BSE-Félle BSE-Fall
Belgien 133 1997 Niederlande 85 1997
Danemark 15 2000 Osterreich 6 2001
Finnland 1 2001 Polen 63 2002
Frankreich 1001 1991 Portugal 1061 1994
Griechenland 1 2001 Schweden 1 2006
Irland 1637 1989 Schweiz 464 1990
Israel 1 2002 Slowakei 24 2001
Italien 142 2001 Slowenien 8 2001
Japan 35 2001 Spanien 742 2000
Kanada 17 2003 Tschechische 28 2001
Republik
Lichtenstein 2 1998 UK 184.588 1986
Luxemburg 3 1997 USA 2 2005

UK: Vereinigtes Konigreich Grof3britannien und Noraiidl

2.3 Inaktivierung von pathogenen Prionenproteinen

Derzeit wird davon ausgegangen, dass infektiosesteda Uber Fleisch- und

Knochenmehl Ubertragen wurde (WILESMITH et al., 89BORN et al., 2001), was fur
die hohe Widerstandsfahigkeit des BSE-Agens gedeemische und physikalische
Einflisse spricht (TAYLOR, 1993; TAYLOR et al., 189PRUSINER, 1995). Auch durch
ubliche Desinfektionsmittel und Sterilisationsvéarkan konnte es nicht inaktiviert werden
(DUFFY et al., 1974; SIMON, 1996). Zur chemischeaKtivierung des Erregers eignet
sich sowohl 2,5 bis 5%ige Natriumhypochlorit-Losumit dem Nachteil einer starken
Korrosion und Gefahr fir Mensch und Umwelt (SIMQI996) als auch Natronlauge mit
zeit- und konzentrationsabhéangiger ErregerredukfilékiYLOR, 1993). Weitere geeignete
chemische Verfahren sind Phenolderivate, 3 bis GMr&liumisothiocyanat und Kochung
mit 3% SDS. Bei den physikalischen Verfahren spield@emperatur, Druck,

Behandlungsdauer und weitere Parameter eine wecRalle. Die effektivste Methode ist
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eine 20 minttige Behandlung bei einer Temperatard@8 °C und einem Druck von 3 bar
(TAYLOR et al.,, 1995a; TAYLOR et al., 1997), was der Entscheidung 96/449/EG
festgelegt ist.

2.4

241

Gesetzliche Vorschriften zum Schutz vor BSE (Verlaucherschutz)

Malnahmen zum Verbraucherschutz

Im folgenden sind eine Reihe von Mal3nahmen, dierlmadb der Europaischen Union zur

Eindadmmung der BSE und zum Schutz des Verbraustersiner oralen Exposition mit

dem Erreger getroffen wurden, nach ,MalRnahmenbtictebnologisch aufgelistet.

1.

BSE wurde 1988 in UK und 1990 in Europa zur melligmigen Tierseuche
erklart (BSE Order Sl 1988/1039; Entscheidung 99/E®&). Die Umsetzung in
nationales Recht in Deutschland erfolgte 1991 ddrePAufnahme der BSE in die
Liste der anzeigepflichtigen Tierseuchen (VO Uberedgepflichtige Tierseuchen).
1999 erfolgte eine Ausweitung der anzeigepflichiig€ierseuchen auf TSE

(Anderung der VO uber anzeigepflichtige Tierseughen

Zudem wurde 1988 in Grol3britannien die Verfuttgrumon aus S&ugern
gewonnenen Futtermitteln an Wiederkéuer verbot&SE(Brder SI 1988/1039), da
Fleisch- und Knochenmehl als Vektor fur BSE iden#ft worden war

(WILESMITH et al., 1988). Die EU ubernahm diese fdamung im Juni 1994

(Entscheidung 94/381/EG), nachdem auch Deutscldasd/erfutterungsverbot im
Marz 1994 im Gesetz verankerte (824a Abs. 2 Vidtelasverordnung). Das
Verfutterungsverbot wurde 1996 in Grof3britanniem @900 in Europa auf alle
Nutztiere ausgeweitet (BSE Order S| 1996/962; Hwtisiting 2000/766/EG). Eine
Umsetzung in deutsches Recht erfolgte im Dezem@@0 2lurch das Gesetz tber
das Verbot des Verfitterns, des innergemeinsctiaéti Verbringens und der
Ausfuhr bestimmter Futtermittel (Verfutterungsvadgesetz) und die zugehoérige
Verordnung (Verfutterungsverbotsverordnung). Bisdiesem Zeitpunkt war die
Uberwachung mangelhaft (BRADLEY und WILESMITH, 1993nd es bestand
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die Gefahr einer Kreuzkontamination bei der Futestellung (HOINVILLE et al.,
1995; COLLEE und BRADLEY, 1997b).

3. Ebenfalls 1988 wurde mit der BSE Order S| 1988/2@@9Milch infizierter Rinder
vom menschlichen und tierischen Konsum ausges@&@ia3AYLOR et al., 1995b;
WILESMITH und RYAN, 1997).

4. Zusatzlich wurden 1989 in GrofR3britannien bestimrRiaderinnereien von der
menschlichen und tierischen Nahrungskette ausgessgn (SBO Ban Sl
1989/2061 und Sl 1990/1930; ersetzt durch SBM O&1er996/963). 1997 wurde
erstmalig EU-weit potentiell infektioses Materialsader Nahrungskette durch die
Entscheidung 97/534/EG eliminiert, welche durch d@ (EG) 999/2001 ersetzt
wurde. Entsprechend der Verteilung der Prionen idrpkr werden seitdem
bestimmte Organe und Tierkorperteile als ,Speafias Risikomaterial® (SRM)
eingestuft und missen nach Einfarbung mit dem FEaffb8rilliantblau FCF
(E133) unschadlich beseitigt werden. Die Kriterfén dieses SRM wurden Uber
Anderungsverordnungen zu VO (EG) 999/2001 mehrfachdifiziert bzw.
geéndert, beispielsweise durch VO (EG) 722/2007 u@d (EG) 357/2008. In
Tabelle 2.3 sind die derzeit als SRM geltenden Geveaifgefihrt.

5. 1996 wurde in GroR3britannien fir alle Rinder eimd&rpass zur Verfolgbarkeit der
Herkunft vorgeschrieben (Cattle Passports Ordet996/1686). Die EU erliel3 zur
Verfolgbarkeit der Herkunft von Rindern, Rindfldisand Rindfleischerzeugnissen
im April 1997 die Rindfleisch-Etikettierungsverongrg (VO (EG) 820/97).

6. 1998 wurde EU-weit die epidemiologische TSE-Ubeiwmg vorgeschrieben
(Entscheidung 98/272/EG). Im Rahmen dessen wur@é& @@ Durchfihrung von
BSE-Schnelltests bei allen Uber 30 Monate altend®&m (Entscheidung
2000/764/EG; geandert durch Entscheidung 2008/9BB(d stichprobenartig bei
Uber 18 Monate alten Schafen und Ziegen vorgessmi€v/O (EG) 1248/2001).

7. Seit 2001 ist die Zerstorung von ZNS nach Betauterch Einfihrung eines
konischen Stahlstabs in die Schadelhthle unzul§gS)gEG) 999/2001).
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Tabelle 2.3:Spezifiziertes Risikomaterial gemanR VO (EG) 999/des Europaischen
Parlaments und des Rates vom 22. Mai 2001 mit Woifsen zur Verhitung, Kontrolle
und Tilgung bestimmter transmissibler spongiforBezephalopathien (zuletzt geandert
durch VO (EG) 163/2009 und VO (EG) 220/2009).

Tierart und Alter Spezifiziertes Risikomaterial, R

Rinder > 12 Monate der Schadel ohne Unterkiefeiggh einschlie3lich Gehirn und
Augen, und das Rickenmark

Rinder > 30 Monate die Wirbelsédule ohne Schwanatjttie Dorn- und Querfortsatze
der Hals-, Brust- und Lendenwirbel und Crista desraediana
sowie Kreuzbeinflligel, aber einschlief3lich der fganglien

Alle Rinder die Tonsillen, die Eingeweide von Dundm bis Rektum und das
Gekrose

Sf., Zg.>12 Monaten Schédel (inkl. Gehirn, Augen), Tonsillen, Rickenknar

alle Sf., Zg. Milz und lleum

Sf: SchafeZg. Ziegen

2.4.2 Von BSE betroffene Organe uadwebe

Die Verwendung von Wiederkauerknochen zur Herstgllwon Separatorenfleisch ist
untersagt (VO (EG) 1326/2001), da eine potenti€defahrdung durch an Knochen
anheftendes Nervengewebe ausgeschaltet werderursdbllKknochenmark als potentiell
gefahrlich anzusehen ist, obwohl bisher bei BSE @Gaugensatz zu Scrapie keine
Infektiositat im Knochenmark nachgewiesen werdennnke (RUFFING und

WINDEMANN, 2001). Aufgrund der Einschatzung des Basinstitut fur

Risikobewertung dirfen jedoch Wiederkduerknochemsganommen Schadel und
Wirbelsaule) sowie -haute weiterhin zur Herstellwog Speisegelatine verwendet werden
(Speisegelatineverordnung, 2002). Weil bei Kopéithi das Risiko einer Kontamination
mit Nervengewebe aus dem Bolzenschussloch undi@msForamen magnum besteht,
unterliegt dessen Gewinnung bestimmten Auflagen mwR. einer stichprobenartigen
Untersuchung auf Nervengewebe (VO (EG) 1139/200%).jedoch das Risiko einer
Kontamination des Kopfes unvermeidlich ist, empfieldas Bundesinstitut fur

Risikobewertung, den Kopf nicht mehr fur die Flbigewinnung einzusetzten, sondern ihn

unschédlich zu beseitigen (Stellungnahme des B@?@,1). Grundsétzlich ist im Rahmen
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der Schlachtung bei der Betaubung mit einem Boldamssapparat, wie in Deutschland
Ublich, die Abschwemmung von Gehirnmaterial mit dssm Blut in den Koérper in
geringem MalR moglich (HAUCK et al.,, 1990; SCHMIDT a&., 1999a), wobei das
Kontaminationsrisiko von der Art des verwendetehuSsapparates abhangt. ANIL et al.
(2001) untersuchten Jugularvenenblut von Schafeh Btdubung mit Schussapparaten
mit Patronen und mit Luftinjektion sowie Elektroebung. Nur bei den elektrobetdaubten
Tieren konnte bei keinem der Tiere weder in arlene noch in venésem Blut ZNS
nachgewiesen werden. HORLACHER et al. (2002a) kemmtach Betdubung mit dem in
Deutschland vorwiegend verwendeten Bolzenschugsgach Schermer in Einzelfallen in
Lungenarterien ZNS nachweisen. In einer Folgestudie LUCKER et al. (2002c)
konnten bei zwei von 726 untersuchten Rindern ZiN8er Lunge, jedoch bei keinem im
Herz nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wid€sl: et al. (2001) bei 2% der von
ihnen untersuchten Rinderherzen ZNS nach. Aus mi€Srind vertritt das Bundesinstitut
fur Risikobewertung (2001) die Meinung, dass besrdn, die mit dem penetrierenden
Bolzenschuss betaubt wurden, der gesamte Kopf sBWig Herz und Lunge zu SRM
erklart werden sollten. Sollen die genannten Cegastzdem verwendet werden empfiehlt
SCHUTT-ABRAHAM (2002) Elektrobetaubung zu verwend&mch den Leitsatzen fir
Fleisch und Fleischerzeugnisse (2001) ist Rindermion der Verwendung in
Fleischerzeugnissen ausgeschlossen, da bei dgriScer Schafe die Milz Infektiositat
aufweist. Bei BSE wurde jedoch bislang keine Infeditat der Milz nachgewiesen. Nach
der oralen Gabe infizierten Gehirnmaterials an K&konnten bereits sechs Monate nach
Infektion BSE-Erreger in den Peyer schen Plattes distalen lleums nachgewiesen
werden (WELLS et al., 1998), was zur EliminierungsdDarms von Duodenum bis
Rektum aller Rinder flihrte. Rindfleisch wird alster beurteilt, da bei erkrankten Tieren
in der Muskulatur keine pathogenen Prionenproteiaehgewiesen werden konnten. Da
jedoch sowohl BOSQUE et al. (2002) in der Muskulatiinstlich scrapie-infizierter
Mause als auch THOMZIG et al. (2003) in der Mustara@ral scrapie-infizierter Hamster
pathogene Prionen nachwiesen, besteht derzeitrkath@och Forschungsbedarf. Nach
derzeitigem Wissenstand wird reines Fettgeweberandigseiner Herstellung entweder mit
gespanntem Dampf bei 133 °C fur 20 Minuten oder InM NaOH bei 20 °C fiur eine
Stunde als sicher bewertet (RUFFING und WINDEMANIOO1; HORNLIMANN et al.,
2001). Von der Fettherstellung sind jedoch Kesseld Knochenfett, Kopffett sowie
Mesenterialfett ausgenommen (Leitsatze fur Fleised Fleischerzeugnisse, 2001). Die
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Bewertung der Infektiositat verschiedener Organel @ewebe bei BSE-infizierten

Rindern und Scrapie-infizierten Schafen gibt Tabal4 wieder.

Die hochsten BSE- und Scrapie-Infektionstiter sméehirn und Rickenmark zu finden,
wobei das BSE-Agens mit einer mittleren letalen iBon 14 -10° PrPsc/g Gehirn
(TAYLOR et al., 1996) eine zehnfach geringere Itifeditat als Scrapie aufweist
(KIMBERLIN und WILESMITH, 1994; GROSCHUP und HAAS]1995). 95% der
Infektiositat basiert auf ZNS-Gewebe (SSC, 1999). #fen Menschen besteht neben dem
oralen Infektionsweg noch die Mdglichkeit einer grateralen Infektion Gber Kosmetika
oder Medikamente, die Rindergewebe enthalten, desedi Weg eine geringere
Infektionsdosis bendtigt (VANDEVELDE et al., 1992).
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Tabelle 2.4:Infektiositat der Gewebe von Schafen und RindernSuiapie bzw. BSE
(KIMBERLIN und WILESMITH, 1994; LUCKER und BULTE,997a; COLLEE und
BRADLEY, 1997a und 1997b; HORLACHER, 2002).

Beurteilung der Infektiositat bei

Organe bzw. Gewebe

Rindern mit BSE Schafen mit Scrapie

Gehirn +++ +++
Ruckenmark +++ +++
Netzhaut +++ +++
Dunndarm ++ ++
Dickdarm - ++
Lymphknoten - ++
Milz - ++
Tonsillen - ++
Periphere Nerven - +
Thymus - +
Lunge - +
Leber - +
Pankreas - +
Knochenmark - +
Blut - -
Serum - -
Milchdrise - -
Kolostrum - -
Milch - -
Skelett- und Herzmuskulatur - -
Hoden - -
Niere - -

Infektiositat:+++: hoch;++: mittel; +: gering;-: keine nachweisbar
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2.4.3 Auswirkungen auf den Schlachtablauf

Im Rahmen des Verbraucherschutzes vor BSE kam emllneichen Anderungen im
Schlachtablauf, mit dem Ziel erkrankte Tiere zunidizieren und eine Verbreitung von

pathogenen Prionen zu verhindern:

1. Die Verwendung eines Rickenmarkszerstorers zurohad#tsing spinaler Reflexe
nach der Bolzenschussbetaubung ist seit dem 0D@I Zerboten, weil bei seiner
Verwendung umliegendes Fleisch  kontaminiert wurdeEntgcheidung
2000/418/EG).

2. Das Bundesinstitut fir Risikobewertung empfiehltim@em Absetzen des Kopfes
keine Kopfwéasche durchzuftihren (Stellungnahme apé\VB 2002), da so Prionen

bzw. Risikomaterial verteilt werden kdnnen.

3. Die Probennahme aus der Obexregion fir BSE-Schsetdlt war bis zum
01.01.2009 bei allen Uber 30 Monate alten gesctesam Rindern und bei Uber 24
Monate alten notgeschlachteten, getdteten odengeten Rindern vorgeschrieben
(VO (EG) 999/2001). Seitdem ist in Deutschland widigen weiteren EU-
Mitgliedsstaaten die Altersgrenze fur die obligetcine Untersuchung mit BSE-
Schnelltests auf 48 Monate angehoben worden (VO) (EG8/908/EG). Bei
Schafen und Ziegen, die alter als 18 Monate simd Ibzindestens zwei bleibende
Schneidezahne haben und bei verendeten oder getddehafen und Ziegen ist
eine stichprobenartige Beprobung festgelegt (VO)(EZ38/2001).

4. In der Schlachtreihe werden alle auf ein posititegietes Tier folgenden Tiere bis
zur Dekontamination aller Geratschaften und Ausmigsgegenstande verworfen
(BSE Untersuchungsverordnung, 2002). Rinder wemleshalb in der Regel in
Kohorten geschlachtet und nach jeder Kohorte wedlerGeratschaften, die mit
Nervengewebe in Kontakt gekommen sind, gegen dgteirund desinfizierte
ausgetauscht. Einerseits hat dies wirtschaftlicloetede, da so nach positivem
Schnelltest nur die Kohorte unschadlich beseitigtden muss, andererseits kann

so eine mogliche Prionenverbreitung reduziert werde
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5. SRM muss mit dem Farbstoff Brilliantblau FCF (E138hgefarbt werden und
unschadlich beseitigt werden (Entscheidung 97/534/E
Fleischhygieneverordnung, 1997).

6. Bei der Zerlegung der Schlachttierkdrper kam es Maodifikationen der

Schnittfiihrung, damit keine Spinalganglien angegtdmwerden (DLG, 2002).

7. Schadelknochen und Wirbelsdulen von Wiederkauerrfedinicht mehr zur
Gewinnung von  Separatorenfleisch  verwendet werdek&nts¢heidung
2000/418/EG).

Durch diese Verfahren soll zwar die Kontaminati@uuziert werden, jedoch ist eine
Kontamination auch derzeit nicht ausgeschlossersodahl Reinigung und Desinfektion
als auch Entfernung des Ruckenmarks Sicherheitsehéngweisen. Es werden jedoch

derzeit alternative Verfahren erarbeitet.

24.4 Auswirkungen auf Fleischerzeugnisse

Zu Beginn des letzten Jahrhunderts wurde Gehirch 8unegen/Bragen genannt, vielseitig
verwendet: Aufgrund seines niedrigen Kohlenhydrdaédfes bei hohem Fett- und
Eiweil3gehalt wurde es zur Erndhrung bei Diabetedlitose verzehrt und wurde
zahlreichen Spezialitdten zugesetzt. Weiterhin wuf@ehirnextrakt zur Blutstillung
eingesetzt (OSTERTAG, 1932). Gehirn wurde auchSpszialitdt gebraten, gedinstet
(HOFMANN, 1959), gratiniert (SCHNEIDER-SCHLOTH, 1B7 oder in Suppen
(KRAMER, 1983) verzehrt. Gehirn ist somit einersatnéahrungsphysiologisch aufgrund
seines hohen Proteinanteils interessant (SOUCI..e1204) als auch kostengunstig und
steht in relativ grol3er Menge zur Verfigung. Diaadtischnittliche Gehirnmasse eines
adulten Rindes betragt 450g zuzuglich durchscioht240g Rickenmark. Dies ist etwa
die vierfache Gehirn- bzw. Rickenmarkmasse einbsv&ioes bzw. Schafes (NICKEL et
al., 1992; HORLACHER, 2002). Die Verwendung von @&ehals Bindemittel in
Fleischerzeugnissen war vorwiegend in der induneProduktion von Bedeutung. Bis

1989 soll es uUblich gewesen sein, Beefburgern Rgaternhomogenisat zuzusetzten
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(DEALLER und LACEY, 1990). Fleischerzeugnisse sarmdsprechend den Leitsatzen fur
Fleisch und Fleischerzeugnisse des Deutschen Letgslibuches (LS, 1994)
Erzeugnisse, die ausschliel3lich oder Uberwiegersl Flaisch bestehen. In manchen
sogenannten ,speziellen Fleischerzeugnissen* winaiditionell Gehirn vom Rind und
Schwein eingearbeitet. Dartber hinaus war es zagl&ss zu 5% Innereien (inkl. Gehirn)
in andere Fleischerzeugnisse, insbesondere stibigef einzumischen. Hierbei diente
Gehirn einerseits zur Beeinflussung der Konsistemd andererseits durch seinen hohen
Fettanteil als Geschmackstrager. Lediglich die \@wung von Gehirn in rohen
Fleischerzeugnissen war verboten (LS, 1994). Gegdigwerden Kochwurste wie z.B.
Leberwilrste entsprechend ihrem Lebergehalt in ditegforien Spitzenqualitat, mittlere
Qualitat und einfache Qualitat eingeteilt. Spitagsigéat darf abgesehen von Leber keine
weiteren Innereien enthalten; in den beiden Ubrigéamegorien konnte bis zur
Leitsatzanderung 2001 noch Gehirn eingesetzt we(d8nNr. 1.5). Seit Oktober 2001
wird in den Leitsatzen Gehirn jeglicher Tierart &ierkorperteil aufgefuhrt, das nicht in
Fleischerzeugnissen verarbeitet werden darf (LS.-N61). Ebenso darf nach den
modifizierten Leitsdtzen weder Ruckenmark, BrieslzMausgenommen Schweinemilz),
Schweinemicker noch Speiserdohre verwendet werd&n 2001). Auch die Verarbeitung
von Herz und Lunge entspricht bis zur wissensabhfth Klarung der Infektiositat nicht
der allg. Verkehrsauffassung (LS, 2001). Die Le#saind zwar keine rechtsverbindliche
Vorgabe, aber sie stellen die allgemeine Verkeliiassung dar, die von den Herstellern
umgesetzt wird. Entsprechend diesem freiwilligenr2iéht auf Gehirn, sind auch die
speziellen Fleischerzeugnisse, die Gehirn enthatenden Leitsatzen gestrichen worden:
Bregenwurst (LS.-Nr. 2.212.2), Hirnwurst (LS.-Nr..222.6) und Hannoversche
Bregenwurst (LS.-Nr. 2.2313.6). Ebenfalls aus deeaitsétzen gestrichen wurden:
Lungenwurst, Berliner Dampfwurst, Kimmelwurst (.- 2.221.10), Graupenwurst
(LS.-Nr. 2.2313.12), Milzwurst und Brieswurst (LSt 2.224.7). In welchem Ausmal}
ZNS zu handelsiiblichen Fleischerzeugnissen zudesatde, wurde von LUCKER et al.
(1999b) und HORLACHER et al. (2001) untersucht. A%®nnte noch in 9,4% der
untersuchten Leberwirste und in 14,5% der untetsnchKochmettwirste ZNS
nachgewiesen werden. Laut HORLACHER et al. (200d)de in keiner der untersuchten
Kochwirste in den Jahren 2000 und 2001 ZNS gefunéleheine bewusste Verwendung
von Gehirn bei der Herstellung scheint ihnen zwdoigerzichtet worden zu sein. Der

Abschnitt ,Spezielle Fleischteilstiicke und speeielFleischgerichte® der Leitsatze
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beschéftigt sich mit dem inzwischen verbotenen Tie@B8teak, das aus einer Scheibe der
inneren und aul3eren Lendenmuskulatur besteht uneeinauch anhaftende Wirbelséule
incl. Ganglien enthalt (Entscheidung 2001/233/E@uch die Verwendung von
Separatorenfleisch, von grob ausgelosten Knochescheell abgetrenntes Fleisch, in
Bruhwirsten (WENTHE et al.,, 2001), Kochwirsten umghigen streichfahigen
Rohwirsten (TROEGER und PRZYTULLA, 1996) wurde 200d4u geregelt. In der
industriellen Wurstherstellung wird es vor allens @konomischen Griinden genutzt und
ist vorwiegend in Fleischerzeugnissen von Einfaahtit von Bedeutung (COLLEE und
BRADLEY, 1997b). Zur Gewinnung von Separatorenfteiswurden in erster Linie
Knochen der Wirbelsaule sowie Rippen verwendet,evamhaftende Skelettmuskulatur
zusammen mit Fettgewebe in einem Separator unteckDdurch Abpressvorgang aus
zerkleinertem Ausgangsmaterial herausgeldst unddrmthen und grobem Bindegewebe
getrennt wurde. Seit 2000 durfen zur Gewinnung &eiBchadelknochen sowie
Wirbelsaulen von Rindern, Schafen und Ziegen génwterden (Entscheidung
2000/418/EG). Es wurde  weiterhin gefordert Fleiszbegnisse mit
Separatorenfleischzusatz kenntlich zu machen (HOEN7; NURMI und RING, 1999),
was in der Richtlinie 2001/101/EG umgesetzt wurde.

2.5 Nachweisverfahren von BSE

Nach der Schlachtung missen derzeit alle Uber 4&akdoalten Rinder und tber 18
Monate alten Schafe und Ziegen mittels BSE-Schewtllauf das Vorliegen pathogener
Prionen als Indikator flr eine BSE-Erkrankung usuieht werden. Als Probenmaterial fur
die zunachst durchgefuhrten BSE-Schnelltests dientObexregion des Gehirnstamms,
dem Kerngebiet debl. vagus da es hier zu einer Anreicherung der pathogen®sd”
kommt (WELLS et al., 1989; PICCARDO et al., 1990AN KEULEN et al., 1995). Die
verwendeten Schnelltests sind in der Regel immuisthe Nachweismethoden, die nach
Proteinase K-Verdauung der Proben proteasere®st@@thogene Prionenproteine
nachweisen (MEYER et al., 1986; OESCH und MOSER@8)9Die Schnelltests sprechen
bereits drei bis sechs Monate vor dem Ausbruch kigrischen Symptomatik an
(EBERLE, 2001; HOCHBERGER, 2001; GERBERMANN, 2003)e weisen jedoch nur

eine begrenzte Sensitivitdt auf, so dass ein neggmtrgebnis nicht generell den Schluss
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auf Erregerfreiheit zulasst. Die VO (EG) 999/20@Rgdert durch VO (EG) 315/2008 gibt
die anzuwendenden Testsysteme vor. In EuropaBstder Western Blot ,Prionics Check
Western Test“ der Firma Prionics (HORNLIMANN et,a2001) zugelassen. Ebenfalls
zugelassen ist der Enzymimmuntest ,Prionics-ChdékTest der Firma Prionics und der
Sandwich-ELISA ,Bio-Rad Platelia-Test“ der FirmaoBRad (MALCHOW, 2003). Dem
zugelassenen Chemilumineszenz-Enzymimmuntest ,Hrdst® der Firma Enfer
Technology Limited dient Rlickenmarksgewebe als &mnotaterial. Der Enzymimmuntest
.INPro CDI-5-Test" der Firma InPro Biotechnologyclnweist die Konformation von
Prionenproteinen  nach. Der histopathologische  Nathw charakteristischer
Hirngewebslasionen dient den Schnelltests als Beteerfahren (WELLS et al., 1987,
JEFFREY et al., 1995; EHRENSPERGER und VANDEVELDOB98). Im Fall einer
BSE-Erkrankung kdnnen spongiforme VeranderungeBERSKI et al., 1992) neuronale
Vakuolenbildung (FRANKHAUSER et al., 1972; LIBERSHKf al., 1992; JEFFREY et al.,
1995), Degeneration (WELLS und WILESMITH, 1995) sevastrozytare Proliferation
(ZLOTNIK, 1958; GEORGSSON et al., 1993) beobachtetden.

Die Untersuchung des lebenden Tieres auf der Gagedion Provokationsproben nach
BRAUN (1998) und BRAUN et al. (2001) lasst nur eierdachtsdiagnose zu. Zur
Absicherung muss eine Gehirnuntersuchung nach dednbEw. der Totung des Tieres
durchgefuhrt werden. Weitere Diagnostika, die dérzecht dem Routinestandard
entsprechen sind der elektronenmikroskopischer Weish der Scrapie-assoziierten
Fibrillen (MERZ et al., 1984; HOPE et al., 1988¢r dmmunhistochemische Nachweis des
pathogenen Prionenproteins (GRABER et al., 1995RBERMANN, 2001) sowie der
Mauseinokulationstest, der dem Nachweis von Inbskiit in Geweben dient (FRASER et
al., 1992; BUSCHMANN und GROSCHUP, 1998) und nidtit Routinediagnostik
geeignet ist. Derzeit bestehen Bestrebungen eimbvdasmethode am lebenden Tier zu
entwickeln, die spezifische SurrogantsubstanzenUmm, Blut oder Liquor nachweist
(HOCHBERGER, 2001).
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2.6 Nachweis von Nervengewebe in Fleischerzeugmiss

Um den Verbraucher nach dem Auftreten der BSE eon ¥erzehr von SRM zu schiitzen
und um notwendige Kontrollen im Rahmen der Lebettstiiberwachung durchzufuhren,
wurden umfangreiche Forschungsarbeiten durchgefitdie dessen Nachweis in
Fleischerzeugnissen ermdglichen  sollen. Die TewBys sollen  eine
Tierartendifferenzierung, eine Differenzierung ztien zentralem und peripherem
Nervensystem und eine Alterszuordnung gewahrleisteie Detektion von ZNS-
Markerproteinen in Fleischerzeugnissen wird dabeiahl durch deren Hitzebehandlung,
als auch durch deren starke Zerkleinerung und desatZ technologischer Hilfsstoffe wie
z. B. Nitritpokelsalz, Ascorbinsaure, Kutterhilfdtel auf Phosphatbasis erschwert. Auch
der Zusatz von Gewdurzen beeintrachtigt den ZNS-Wach(SCHMIDT et al., 2001). Auf
dieser Grundlage wurden drei derzeit kommerzidiklichen Testkits entwickelt, die auf
dem Nachweis des astrozytaren Markerproteins sabliasaserprotein (Glial fibrillary
acidic protein, GFAP) basieren. GFAP ist auch nagher fir Fleischerzeugnisse
relevanten Hitzebehandlung noch nachweisbar (SCHM#&D al., 2001; NAGEL und
MIERSCH, 2002).

2.6.1 Testkits

Der Sandwich-Enzymimmuntest RIDASCREEN Risk Malteri®d/5 der Firma R-
Biopharm (Darmstadt) weist GFAP in und auf roheaigeh- und Wurstwaren und auf
kontaminierten Oberflachen mit einer Nachweisgrerae 0,1% ZNS-Gewebe nach. Eine
Differenzierung des nachgewiesenen Nervengewehe®ual, Kalb, Schaf, Ziege, Pferd,
Gefligel und Schwein ist jedoch nicht moglich (AN®©M, 2002). Der Sandwich-
Enzymimmuntest RIDASCREEN Risk Materi@ér Firma R-Biopharm (Darmstadt) weist
GFAP in rohem und erhitztem Fleisch und Fleischagnessen nach. Dieses System weist
bis zu 0,2% ZNS-Gewebe nach, jedoch auch ohne diéglithkeit einer
Tierartendifferenzierung (ANONYM, 200l1a). Mit berdeTestsystemen ist nur ein
qualitativer Nachweis mdglich, da sowohl die verdete Positivkontrolle als auch die
ermittelte Nachweisgrenze auf einer Kombination @hirn und Rickenmark basieren,

wobei der GFAP-Gehalt im Rickenmark vier- bis faoff hoher ist als im Gehirn
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(SCHMIDT et al., 1999b; KELLEY et al., 2000). DasoNMegen von ZNS in
Fleischerzeugnissen in genau dieser Kombinatiomisiahrscheinlich, so dass Realproben
uber- bzw. unterschéatzt werden. Fir einen Zusatm veinem Gehirn ware die
Nachweisgrenze demzufolge deutlich herabgesetztt BSandwich-Enzymimmuntest
ScheB& Brainostic" Test der Firma ScheBoBiotech AG (GieRen) weist GFAP laut
Herstellerangaben mit einer Nachweisgrenze von 0ZN&-Zusatz nach (ANONYM,
2001b). Bis 2001 basierte dieser Test, der in séfethode einen Western Blot darstellte,
auf einem Nachweis der Neuronen spezifische EnqldS&). Die Nachweisgrenze war
0,25% ZNS-Zusatz. NSE weist jedoch weder Tieradifipdt noch ZNS-Spezifitat auf, da
das Protein auch in neuroendokrinen Zellen und eripperen Nervensystem (PNS)
vorliegt (SCHMECHEL et al.,, 1978; TAPIA et al., IB8ANONYM, 2001b). Seine
Temperaturabhangigkeit ermdglicht bei hoherer Edmgstemperatur keinen Nachweis
mehr (LUCKER et al., 2000a und 2000b; NAGEL et &002) und Gefliigel- und
Schweinemuskelfleisch fiihrt zu falsch-positivendingissen (HORLACHER et al., 2001).
Aufgrund der Tatsache, dass sich NSE als ungeeigMarker erwies, wurde das System

jedoch umgestellt.

2.6.2 Studien zum Nachweis von Nervengewebe in Fleigehugmissen

In ersten Untersuchungen zum Nachweis von Nervealgewn Fleischerzeugnissen wurde
Cholesterol als Marker verwendet und mit Hilfe sinenzymatischen Verfahrens
entsprechend der Amtlichen Sammlung von Untersugsuerfahren nach 864 des
Lebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futtermgéseizes (LFGB, 2006) zur
Bestimmung des Cholesteringehaltes in Eiern undoBigkten nachgewiesen (LUCKER
und BULTE, 1997b; LUCKER et al, 1999a, 2000b un@802 LUCKER und
SCHLOTTERMULLER, 2001; HORLACHER, 2002). Das SterdCholesterol ist ein
Strukturlipid in der Zellmembran tierischer Gewgh&HNINGER et al., 1994) mit den
hdchsten Gehalten in Gehirn, Leber, Niere und BigMORITZ, 1995). Im Rahmen
dieses Verfahrens fuhrt somit der Zusatz von Eigel® Leber in Fleischerzeugnissen zu
falsch-positiven Ergebnissen (LUCKER und BULTE, 7189 LUCKER et al., 2000a,
2000b und 2001). Da Cholesterol auch in Pflanzendiegt kommt es auch bei dessen
Zusatz zu falsch-positiven Ergebnissen (BELITZ GRIOSCH, 1992). Nachtteilig bei der
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Verwendung von Cholesterol als Marker ist weiterllie Tatsache, dass der Gehalt
innerhalb einzelner Gewebe sowie zwischen versehieal Tierarten variiert (SOUCI et
al., 1994). RUNQUIST et al. (1995) wiesen nach,sdder Cholesterolgehalt im
Rindergehirn abhéangig von der Gehirnregion schwaNkiSCH und WACHSMANN
(2001) ermittelte eine Nachweisgrenze des Verfahneon 5% Gehirnzusatz und 1%
Ruckenmarkzusatz. Das integrierte Nachweisverfahii&lV) nach LUCKER et al.
(1999a) basiert auf einer Kombination des Nachegeion Cholesterol und Neuronen
Spezifische Enolase (NSE), indem zunachst Chotdstam Rahmen eines
Screeningverfahrens und anschlieend NSE mittelaumhistologischer oder Western
Blot Analyse nachgewiesen wird. Die Enolase istl2imer mita-, - undy-Untereinheit,
die in bestimmten Geweben des Kdrpers vorkomumtForm in Leber- und Gliazellen,
af- undpp-Form in Skelett- und Herzmuskulatur upd sowieay-Form in Nervenzellen,
neuroendokrine Zellen und Tumorzellen (SCHMECHELRIet1978; MARANGOS et al.,
1979), wobei dieyy-Enolase als NSE oder als 14-3-2 Protein bezeichwietl
(MARANGOS et al., 1979). HORLACHER et al. (2002)tersuchten im Rahmen des
INV erganzt durch einen enzymimmunologischen GFA®RiNveis rohe und erhitzte
Fleischerzeugnisse auf einen Zusatz von Nerverigews Rahmen eines histologischen
Nervengewebenachweises in Fleischerzeugnissen &onniNKE (1959) unter
Verwendung der Calleja-Farbung 5% Gehirnzusatz rih®idrsten nachweisen, was
WENISCH et al. (2000) mit einer neurohistologiscl&mbung wie z.B. der Nissl-Farbung
kombinierte. WENISCH et al. (2000) etablierte emmunhistochemisches Verfahren zum
Nachweis von Nervengewebe in Fleischerzeugnissein dau Basis monoklonaler
Antikérper gegen GFAP und gegen Neuronen spezdideholase (NSE), wobei sich
GFAP in diesem Verfahren aufgrund zahlreicher fajsositiver Ergebnisse als
ungeeignetes  Markerprotein erwies. KELLEY et al. 00@ untersuchten
Separatorenfleisch histologisch nach Hamatoxilisiid-arobung und
immunhistochemisch auf den Zusatz von Rickenmarlgbeiv GFAP, das in
Nervenzellenintermediarfilamenten vorkommende Nidlaraent (NF) und
Synaptophysin, das in prasynaptischen Vesikelmgoren Substanz des ZNS jedoch nicht
im PNS vorliegt, nachgewiesen werden sollten. Dawlogische Verfahren eignete sich
jedoch nicht zur Untersuchung stark zerkleinertégisEhes. TERSTEEG et al. (2002)
untersuchte immunhistochemisch mit Rinder- und Sthegehirn kontaminierte

Bruhwuirste und Bréat, die mit jeweils unterschigdllmher Erhitzung hergestellt wurden
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(70 °C und 115 °C fur 60 Min). Er verwendete hierAatikbrper gegen Neurofilament
(NF), NSE, GFAP und basisches Myelinprotein (Mydlasic protein, MBP). NF und NSE
erwiesen sich als hitzelabil und GFAP war als Mgskatein nur bedingt geeignet, da es
nicht in Bruhwirsten nachgewiesen werden konnte. PMBingegen konnte stets
nachgewiesen werden und eignete sich somit amrbaigeMarker in diesem Verfahren.
AUPPERLE et al. (2002) untersuchten Fleischerzesgnimmunhistochemisch auf NSE,
GFAP, NF, MBP und Peripherin, ein Intermediarfilatheler peripheren Nerven und
enteralen Ganglien, in Kombination mit Western Blatalysen auf NF, MBP und
Peripherin. Die im Western Blot verwendeten Mar&gneten sich nicht zum Nachweis
von Nervengewebe in Fleischerzeugnissen und insgedaetrachtet wurde von
AUPPERLE et al. (2002) NF als Marker bevorzugt.itdfein wurde im Rahmen dieser
Untersuchung festgestellt, dass MBP wiederkaueifsggz nachgewiesen wurde. Die
unterschiedlichen Ergebnisse der Untersuchungen MGRSTEEG et al. (2002) und
AUPPERLE et al. (2002) ergeben sich durch diffemele Probenherstellung,

abweichende Untersuchungsverfahren und untersathedhntikorper.

Nach SANDMEIER et al. (2003) eignet sich zum Nacisweon Nervengewebe in
Fleischerzeugnissen der Nachweis von Lipophilin Western Blot. Lipophilin ist ein
Proteolipid des Myelins, das somit hochgradig djset fir Gehirn und Rickenmark ist
und nur geringe Speziesunterschiede aufweist. LURIEEal. (2002b) stellten fest, dass
der BSE-Schnelltest Bio-Rad Platelia-Test auch EBldischerzeugnisse angewendet
werden kann. Pathogene Prionen (PrPsc) konnen aaochFleischerzeugnissen

nachgewiesen werden.

2.6.3 Speziesspezifischer ZNS-Nachweis in Fleisehgnissen

Im Rahmen des Nachweises von Nervengewebe in R@®eugnissen wurde die
Problematik des tierartspezifischen Nachweise®mchiedenen Ansatzen geldst. Das von
NIEDERER und BOLLHALDER (2001) und LUCKER et al.0@2a) etablierte Verfahren
der Gaschromatographie-Massenspektroskopie (GC#aS)ert auf dem Nachweis von
Fettsauremethylestern (FAME). Ausgangspunkt dibssthodik ist das Mengenverhaltnis

verschiedener Nervenzellmembranbestandteile, wbdurc Fleischerzeugnissen ein
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Nervengewebenachweis unter Berucksichtigung vomaftieind Altersgruppe ermaoglicht
wird. Nach Extraktion der Gesamtlipide aus der Bréigt die Aufreinigung bestimmter
Fettsauren, die nach Umesterung zu FAME mit GC-M&etrennt, identifiziert und
guantifiziert werden. Die Nachweisgrenze des Vedah betrdgt 0,2% ZNS-Zusatz
adulter Rinder (LUCKER et al., 2002a). Nachteiligi bdiesem Verfahren ist die
heterogene FAME-Verteilung im ZNS, sowie die Tatsag dass FAME teilweise nicht
ZNS-spezifisch sind und ZNS-Gemische verschiedehierarten und Altersgruppen
vorhanden sein konnten, was in falsch-positiven eBngssen resultieren konnte.
SEYBOLDT et al. (2003) fuhrten eine Reverse Tramskm-Polymerase-Kettenreaktion
mit anschlieender Untersuchung des Restriktiogsfemtlangenpolymorphismus (RFLP)
des GFAP  durch, wobei bovine GFAP-m-RNA nachgewiesewird.
SCHONENBRUCHER et al. (2003a) wiesen GFAP-m-RNAtefst Real Time-PCR bis
zu einer Nachweisgrenze von 0,01% ZNS-Zusatz inséherzeugnissen nach. Des
Weiteren wurde porcine GFAP-m-RNA mit einem Sybe&r-Real Time-PCR-Verfahren
detektiert (SCHONENBRUCHER et al., 2003b). LANGE att (2002) zeigten in ihren
Versuchen, dass GFAP-m-RNA in Wiederkauer-, Schereinnd Huhnergehirnen
vorkommt und spezifisch fur Nervengewebe ist. MBHRMA hingegen konnte nur in
Wiederkauergehirnen nachgewiesen werden und idt apezifisch fur Nervengewebe.
HERDE et al. (2003) untersuchten bovines, ovined parcines Rickenmark und mit
Rindergehirn kinstlich kontaminierte Fleischerzesggm mit Western Blot und
Immunhistochemie, wobei monoklonale Antikorper gedpvines GFAP, bovines MBP
und bovines Oligodendrocyte Specific Protein (O%&tWwendet wurden. Die anti-GFAP-
und anti-MBP-Antikdrper reagierten dabei nicht mdrcinem ZNS. OSP konnte nicht
nachgeweisen werden. SCHNEIDER et al. (2003) eadbh einen Sandwich-
Enzymimmuntest zum GFAP-Nachweis, der spezifischines GFAP detektieren soll.
LUX et al. (2005) etablierten einen Sandwich-Enaymiuntest zum GFAP-Nachweis mit
in verschiedenen Tierarten produzierten polyklomadatikbrpern, die spezifisch bovines
GFAP detektieren sollen. Dieser Test wurde anhamd3@ Handelsproben validiert, die in
negativen Ergebnissen resultierten und seine Egymls Routineuntersuchungsverfahren
von Fleischerzeugnissen bestatigten. HOLTBECKER)42(etablierte einen indirekten
Enzymimuntest zum MBP-Nachweis mit monoklonalen ikirpern. KAPLAN et al.
(1990) stellte monoklonale Antikdrper gegen Alphgetnexin, ein Intermediéarfilament in

Neuronen, her.
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2.7 Saures Gliafaserprotein (Glial fibrillary acidic protein, GFAP)

Erstmalig wurde das saure Gliafaserprotein (Gliilfary acidic protein, GFAP) im Jahr
1970 von ENG et al. (1970) beschrieben. Als Intelidgréilament der Klasse 11l mit einem
Durchmesser von etwa 10 nm und einer Ladnge von é&Wagum stellt GFAP den
Hauptbestandteil der ZNS-spezifischen Astrozyten(HBG et al., 1971; BIGNAMI et al.,
1972; BIGNAMI und DAHL, 1977; GOLDMAN et al., 1978)AHL und BIGNAMI,
1983; ENG et al., 2000). GFAP konnte weiterhin idiagellen des enterischen
Nervensystems (JESSEN und MIRSKY, 1980, 1983 un85)9in Nervi olfactorii
(BARBER und LINDSAY, 1982) sowie imNervus ischiadicu§YEN und FIELDS, 1981)
und in nicht-myelinisierten Schwann'schen Zelles geripheren Nervensystems (YEN
und FIELDS, 1981) nachgewiesen werden. Das GFAP eisten peripheren
Nervenzellen unterscheidet sich jedoch von denenZtS-Gewebes durch Fehlen einer
antigenen Determinante (ALBRECHTSEN et al., 1984)dass eine solche Kreuzreaktion
durch Verwendung eines monoklonalen AntikdrpersegeGFAP des ZNS weitgehend
ausgeschlossen werden kann (JESSEN et al., 1988EM¥ und MIRSKY, 1985). GFAP
wird als Markerprotein im Rahmen der Gehirntumaogdiastik (ENG und BIGBEE, 1978),
der pranatalen Diagnostik nervaler Schaden und Kachweis von Astrogliosen (ENG
und BIGBEE, 1978; DAHL und BIGNAMI, 1983) sowie zum@dNS-Nachweis in
Fleischerzeugnissen (LUCKER et al., 1998; SCHMIOTak, 1999b) verwendet. Die
bisher beschriebenen anti-GFAP-Antikorper sind ¢gbdausnahmslos nicht spezies-
spezifisch, so dass es zu Kreuzreaktionen zwiseherelnen Tierarten kommen kann
(BIGNAMI et al., 1972; BIGNAMI und DAHL, 1974). Miels SDS-PAGE weist man
GFAP in frischem Gehirngewebe in Form einzelner imbanden mit einem
Molekulargewicht von 50 bis 53 KDa nach (DAHL und@BAMI, 1983). Infolge
postmortaler Zersetzungsprozesse kommt es zur Alifsy in bis zu acht Immunbanden
im Bereich von 40 bis 50 kDa (DAHL und BIGNAMI, 138ENG und DE ARMOND,
1983). Im Gehirngewebe betragt der GFAP-Gehalt ®.08 55.000 ng GFAP/mg
|6slichem Protein und im Ruckenmark 55.000 bis @20. ng/mg (ENG und DE
ARMOND, 1983; SCHMIDT et al., 1999b). Im Darmplexiss der GFAP-Gehalt um das
achtfache und inlNervus ischiadicusim das zwanzigfache unterhalb des Gehirngehaltes
(JESSEN et al., 1984). Der nachweisbare GFAP-Getialtint mit der Lagerungsdauer
durch Polymerisation und Aggregation mit anderewé&meproteinen ab (ENG und De
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ARMOND, 1983; SCHMIDT et al., 1999b). Beim Vergleieweier ZNS-Proben verlor
eine der Proben nach achttdgiger Lagerung bei 4 di€ Halfte der GFAP-
Ausgangsaktivitat (SCHMIDT et al., 1999b). In Fisrzeugnissen mit 1% ZNS-Zusatz
wurde ein entsprechender Verlust erst nach 12 Thagtgestellt.

2.8 Basisches Myelinprotein (Myelin Basic ProteinMIBP)

Das basische Myelinprotein (Myelin Basic ProteinBR) ist im Rahmen der Multiple
Sklerose (MS)-Forschung ein haufig verwendetes @&atigen zur Induktion des
entsprechenden Tiermodelles, der experimentellamiramunen Enzephalomyelitis (EAE)
(EYLAR et al., 1970). Es ist somit sowohl fur diefdschung der MS als auch weiterer
autoimmuner Erkrankungen von Interesse. MBP im &iqlient aul3erdem als Marker fir
akute und chronische Myelinschdden. MBP findet blariihinaus Verwendung als
Markerprotein zum Nachweis von ZNS in Lebensmit¢h©OLTBECKER, 2004). MBP
ist als Membranbestandteil des Myelins von zentnalend peripherem Nervensystem
mitverantwortlich fur die Gewebestabilisierung, éma es mit seinen positiven Ladungen
gegeniberliegende Myelinmembranen verbindet (KURSW2001). Im ZNS werden 30
bis 40% der Myelinproteine vom MBP gestellt (LEESJUBROSTOFF, 1984). Im PNS
hingegen stellt MBP nur einen Anteil von 5 bis 158&JRSULA, 2001). MBP enthélt
einen hohen Anteil von 24% an basischen Aminosaursh weist keine ausgepréagte
Sekundar- und Tertiarstruktur auf, da die Strukoindngig vom umgebenden Medium ist:
in wassriger Umgebung weist es eine zufallige Konfttion auf, wohingegen es in
lipidhaltigem Milieu eine Tendenz zur Faltung zgigtyRSULA, 2001). Es kommt jedoch
weder zur alpha- noch zur beta-Helixausbildung (BRLet al., 1970). Die Tatsache, dass
die Antigenitat des Proteins nach einer Erhitzuuigl®0 °C noch fir eine Stunde erhalten
ist, belegt seine Hitzestabilitéat (EYLAR et al.,709 GROOME, 1980), wodurch sich MBP
auch als Markerprotein fur die Untersuchung eréit#leischerzeugnisse eignet. Durch
seine Unempfindlichkeit gegenlber einiger Cheméralwie z.B. Harnstoff (EYLAR et
al., 1970) und Mercaptoethanol (GROOME, 1980) digreesich auch fur Produkte, die

mit Nitritpdkelsalz und Gewdrzen versetzt sind.
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Um einen speziesspezifischen Nachweis von Nerveelgewn Fleischerzeugnissen zu
entwickeln, ist insbesondere der Vergleich der Aossiurensequenzen von MBP des
Rindes und des Schweines von Interesse. WahrendSdaguenz des Rindes 169
Aminosauren lang ist, betragt die Sequenz des Sobwel71l Aminoséuren. Die
Sequenzen sind zu 93% identisch, wobei sich boihBR insbesondere in der Position
129-138 von porcinem MBP unterscheidet. Diese anggRegion wurde bereits in dem
von HOLTBECKER (2004) entwickelten indirekten EnZzgmmuntest zum Nachweis von
ZNS in Fleischerzeugnissen verwendet. In diesentoppbefindet sich an der bovinen
Position 131 und 135 jeweils die Aminosaure Senstelle des beim porcinen MBP
vorkommenden aromatischen Prolinrings, der offdnbah eine Antikérperbindung
behindert (HOLTBECKER, 2004). Monoklonale Antikérpgegen dieses Epitop sind
deshalb speziesspezifisch (HRUBY et al., 1984). \dZNet al. (1985) wiesen nach, dass
humanes und bovines Epitop 129-138 identisch siAdtikorper werden an der
Aminosaure Tyrosin (Position 133) der Polypeptitkkejebunden, welches dadurch ohne
chemische Verschiebung immobilisiert wird. Eine Kwmationsanderung geht nicht tber
das Epitop hinaus (MENDZ et al., 1985). Es handelh somit um ein kontinuierliches
Epitop, woraus HOLTBECKER (2004) die Hitzestabtlites MBPs ableitet.

2.9 Angewendete immunchemische Verfahren

Bei immunchemischen Verfahren wird eine immunololgés Bindungsreaktion zwischen
einem Antigen und seinem korrespondierenden Antiglbnachgewiesen (ENGVALL und
PERLMANN, 1971, EKINS, 1989). Der Sandwich-Enzymionmest
(Enzymimmunoassay, EIA) ist ein heterogener, nikbmpetitiver Immuntest. Beli
heterogenen Verfahren wird die Enzymaktivitat de®njkigats (enzymmarkierter
Antikorper) durch die Bindung des enzymmarkiertentikorpers an das Antigen nicht
beeinflusst, so dass eine Trennung (z.B. Waschgcon gebundenen und nicht-
gebundenen enzymmarkierten Antikdrpern erforderlisih. Bei nicht-kompetetiven
Verfahren fungieren die im Uberschuss zugegebemehamn das Antigen gebundenen
Antikorper als MessgrofRe (OELLERICH, 1984; ANGLEROR). Mit Sandwich-EIAs
kénnen nur Molekile mit einer gewissen Mindestgréldehgewiesen werden, da die

Antigene mindestens zwei Antikorperbindungsstell@apitope) aufweisen missen
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(ANGLER, 2000). Fur den ersten immunchemischen ichendtigt man spezifische
Antikorper, die kovalent oder adsorptiv an einetplesse gebunden werden. Bei Zugabe
der Probe mit dem korrespondierenden Antigen wigsas vom Antikorper gebunden.
Nach einer gewissen Inkubationszeit und einem Tegsschritt folgt die Zugabe von
enzymmarkierten Antikorpern (z.B. an Antikorper gpgelte Meerrettichperoxidase) im
Uberschuss. Je mehr Antigen in der untersuchtemePrmrhanden war, desto mehr
enzymmarkierte Antikbrper werden dabei an beredtsugdenes Antigen angelagert. Das
nachzuweisende Antigen und die beiden AntikOrpktebi einen sogenannten Sandwich-
Komplex. Nach diesem Inkubationsschritt wird derchhi gebundene Anteil
enzymmarkierter Antikorper entfernt und es erfollie Zugabe eines synthetischen,
chromogenen Substrates, welches durch das an di&kofper gekoppelte Enzym
hydrolisiert wird, wobei farbige Reaktionsproduldatstehen. Abschlieend erfolgt die
photometrische Messung der Enzymaktivitat. Diensiigt der Enzym-Substrat-Reaktion
ist dabei proportional zu der Menge des gebundeAetigens (BECKER und
MARTLBAUER, 1998). Das Prinzip des Western Blot bzmmunoblot ist analog einem
Sandwich-Enzymimmuntest, wobei die abschlielendeveeng der Enzymaktivitat

visuell erfolgt.



3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

36

3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN
3.1
3.1.1

Materialien und Geréate

Chemikalien und Biochemika

Aceton (reinst)

Ammoniumsulfat
Casein-Natriumsalz
Citronensaure-1-Monohydrat
Essigsaure (100%)

Ethanol

Freund sches Adjuvans, komplett
Glutardialdehyd
Kaliumdihydrogenphosphat
Keyhole limpet hemocyanin (KLH)

(Merck KGaA, 100013)
(Riedel-de Haén GmbH, 31119)
(Sigma Aldrich GmbH, C 8654)
(Merck KGaA, 100244)
(Merck KGaA, 100056)
(Merck KGaA, 100986)
(Sigma AldrichifbinF 5881)
(Sigma Aldrich GmbH, G 5882)
(Merck KGaA, 104877)
(Calbiochem Cargtton, 374805)

Meerrettichperoxidase (Horse radish peroxidase,

HRP)

Methanol

Natriumacetat
Natriumborhydrid
Natriumcarbonat, wasserfrei
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natrium-meta-perjodat
Salzsaure (37%)
Schwefelséaure (95-97%)
Serumalbumin, bovines
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
3,3°,5,5 - Tetramethylbenzidin
Thimerosal
Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Triton X-100

Tween 20

(Roche Diagnostics GmbH, 814407)
(Merck KGaA, 106009)
(Merck KGaA, 106264)
(Sigma Aldrich GmbH, 21346-2)
(Merck KGaA, 106392)
(Merck KGaA, 106404)
(Merck KGaA, 106329)
(Merck KGaA, 106586)
(Sigma Aldrich GmbH, S 887
(Riedel-de Haen GmbH, 30721)
(Merck KGaA, 100731)
(Sigma Aldrich GmbH, A 964
(Sigma Aldrich GmbH4%09)
(Sigma Aldrich Gl 2885)
(Sigma Aldrich GmbH, T 5125)
(Bio-Rad Labore® GmbH,
161-0716)
(Sigma Aldrich GmbH, T 9284)
(Sigma Aldrich GmbH, P 1379)
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Wasserstoffperoxid

3.1.2 Markerproteine
Basisches Myelinprotein, bovin (bMBP)
Basisches Myelinprotein, bovin

Basisches Myelinprotein, porcin (pMBP)

Saures Gliafaserprotein, bovin (0GFAP)
Saures Gliafaserprotein, porcin (pGFAP)

Saures Gliafaserprotein-Peptid 287-298

Saures Gliafaserprotein-Peptid 299-313

3.1.3 Immunreagenzien

anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase-Konjugat
anti-MBP 129-138 (aMBP129)

anti-Maus-IgG
anti-Maus-lgG-Peroxidase-Konjugat
anti-Schaf-1lgG-Peroxidase-Konjugat
anti-Schwein-1gG-Peroxidase-Konjugat

3.14 Lésungen und Puffer

Ammoniumsulfatlésung:
Bicarbonatpuffer (pH 9,6):

(Merck KGaA, 107209)

(Alexis Coration, 202-076)
(Upstate Group LLT3-104)
(Alexis @oration, 202-077)

(Progerté®ionik GmbH, 62007)
(Chemigarope Ltd., AG 230)

(Biotrendriikalien GmbH,
PepNo. 9654)

(Biotrehdr@ikalien GmbH,
PepNo. 9653)

(DAKO Cyttion GmbH, P 0217)
(BioLogo, Dr. Schulthe.K.,
MBP 129)

(DAKO Cytomation GmbH, Z 0259)
(DAKO Cytomati@mbH, P 0161)
(DAKO Cytomat®@mbH, P 0163)
(DAKO CytoimatGmbH, P 0164)

70% gesattigte wasserigsung
0,05 mol/l NaHgO
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Casein/PBS-L6sung:
Casein/TBS-L6sung:
Citratpuffer (pH 3,9):

Enzymsubstrat-/ Chromogenldsung:

Essigsaure:
Natriumacetatpuffer (pH 4,4):
Natriumborhydridlésung:
Natriumcarbonatlésung (pH 12):
Natrium-meta-perjodatlosung:

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung,

~Phosphate Buffered Saline* (PBS, pH 7,2):

Salzsaure:

Schwefelsaure:

SDS-Losung:

SDS/PBS:
Tetramethylbenzidin(TMB)-L6sung:

Trisgepufferte Kochsalzlésung,
»1ris Buffered Saline” (TBS, pH 7,5):

Triton X-100/PBS:

Waschlosung:

1% und 2%ige LOsung
1% und 2%ige LOsung
0,21 mol/l Citronensa®nohydrat
3,15 mmol/l Wasserstoffperoxid
20 Volumenanteitratpuffer
1 Volumenanteil TMB-L6sung
5%ige Losung
Immol/l
4 mg/ml
0,5 mol/l
0,1 mol/I

0,01/heihosphatpuffer (Kalium-

dihydrogenphosphat und di-Natrium-
hydrogenphosphat) mit Zusatz von
0,12 mol/l Natriumchlorid

0,1 mol/l

1 mol/l

1% und 0,1%ige LOosung

1% und 0,1%ige LOosung

1 mmol/l 3,3",5,5
Tetramethylbenzidin in:
9 Volumenanteile Methanol

1 Volumenanteil Aceton

0,1 mol/li%r
0,15 mol/l Natriumchlorid
mit Salzsaure auf pH 7,5
0,5% Triton X-100 in PBS
0,15 mol/I Natriumchlorid
0,025 % Tween 20
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3.15 Gerate und Sonstiges

Chromatographiegerat Biologic (Bio-Rad LaborasrGmbH, LP 731-
8350)

Chromatographiesaule 16/60 (Amersham Biosciénceimited,
19-5001-01)

Dialyseschlauch 16mm (Serva Electrophoresis Grdddi10)

Elektronische Analysenwaage Basic Plus (Sartekidp

Elektronische Préazisionswaage Master Pro LA (SadakG)

Fraktionssammler (Bio-Rad Laboratories GmbH,®1

Heizbad Typ 1002 (MAGV GmbH)

Heizrihrer MR 3001 (Heidolph GmbH)

High Vacuum pump E2M5 (Edwards Lifescience Coafion,
23354)

Moulinette Speedy Pro (Krups GmbH)

Papierfaltenfilter (Schleicher & Schuell GmbH,
5155506)

pH-Messgerét inolab Level 1 mit

Sen Tox HW Elektrode (WTW GmbH)

Préazisions-Kuvetten 10mm (Hellma GmbH & Co. KIB8 002
QS)

Spektrophotometer UV-1601 (Shimadzu DeutschiantbH)

Stomacher 400 Circulator (Seward Ltd.)

Stomacherbeutel (Transia GmbH, 85051)

Taumelgerat Polymax 1040 (Heidolph GmbH)

Variable Pipetten 0,5-10ul, 10-100ul, 100-1.000gpdendorf Geratebau GmbH)

Variable 12-Kanal- Pipette 30-300ul (Eppendorfédiebau GmbH)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries Inc.)

Zentrifuge Multifuge 3 S-R (Heraeus-Christ Gmi80 043 71)
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3.1.6 Enzymimmuntest

ELISA-Auto-Reader Tecan Sunrise
Mikrotiterplatten

Software: Ridawin Version 1.38

3.1.7 Western Blot

Mark 12™ Unstained Standard
Nitrocellulose Membrané& Filter Paper
NuPage® Antioxidant

NuPage™ 4-12% Bis-Tris-Gel
NuPage® LDS Sample Buffer 4x
NuPage® MES-SDS-Running Buffer 20x
NuPage® Sample Reducing Agent 10x
NuPage® Transfer Buffer 20x
Ponceau S Solution

Sponge Pad for X Cell 1l Blotting

X Cell Il ™ Blot Module

X Cell Sure Lock™ Mini- Cell

3.18 Tiere

(Tecan GmbH)
(ImmunoPlate MaxiSorp Nunc Gif
439454)
(R-Biopharm AG)

(Invitrogen GmbH; LC 5677)
(Invitrogen GmbH; LC 2000)
(Invitrogen GmbH; NP 0005)
(Invitrogen GmbH; NP 0321)
(Invitrogen GmbH; NP 0007)

(Invitrogen GmbH; NEOQ)

(Invitrogen GmbH; NP40
(Invitrogen GmbH; NP 0006)

(Sigma Aldrich GmbH, P 7170)

(Invitrogen GHpEI 9052)
(Invitrogen GmbH; EIl 9051)

(Invitrogen GmbH; EI 0001)

Die zur Antikérpergewinnung gegen bovines GFAP-Reft verwendeten Kaninchen
weiblichen Geschlechtes der Rasse Chinchilla Basgar= 2) wurden von der Firma
Charles River Wiga Deutschland GmbH (Kisslegg) lbero Die tierschutzrechtliche
Genehmigung durch die zustédndige Behorde lag var. (%63-19c-20/15¢ GI118/5;
Regierungsprasidium Giel3en vom 19.02.2003).
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3.1.9 Gewebeproben und Referenzmaterialien
Als Gewebeproben und Referenzmaterialien dientevolsbNativgewebe verschiedener
Spezies (Tabelle 3.1) als auch kinstlich mit ZNSévlal kontaminierte Gewebe nativen

sowie hitzebehandelten Zustandes (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.1:Ubersicht der verwendeten Nativgewebe und dereRuné.

Nativgewebe (100%) Tierart Herkunft

Euter, Herz, Leber, Lunge, Rind 1

Niere, Pansen, Zunge

Gehirn Rind 1,2
Schaf, Schwein, Ziege 2

Muskulatur Rind, Schwein 1

Ruckenmark Rind, Schwein 2

Tabelle 3.2: Ubersicht der verwendeten kiinstlich mit ZNS-Materkontaminierten
Gewebe.

Probenmatrix Zusatz von Konzentration des Zusatzes

8%, 4%, 2%, 1%, 0,75%,
0,5%, 0,4%, 0,3%,0,25%,
0,2%, 0,1%, 0%

Gehirn Rind
Gehirn Schwein

Hackfleisch nativ _
. . ~ Gehirn Schaf
(Rind- und Schweinefleisch .
. ' . Gehirn Pferd
im Verhaltnis 1:1 gemiscH} . _
Gehirn Kaninchen 8%, 2%, 1%, 0,5%, 0%

Gehirn Puté
Gehirn Huhrf

Kesselkonserveh Gehirn Rind
(Wurstbrat; F-Wert: 0,48) Gehirn Schwein

8%, 2%, 1%, 0,1%, 0%

Dreiviertelkonserveh

Gehirn Rind 8%, 2%, 1%, 0,1%, 0%
(Wurstbrat; F-Wert: 0,84)

Vollkonservert

Gehirn Rind 8%, 2%, 1%, 0,1%, 0%
(Wurstbréat; F-Wert: 5,4)
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Materialien wurden freundlicherweise zur Verfugwestellt:

1 Institut fir Veterinarpathologie der Justus-Lgehiniversitat Giel3en
2 ortlicher Schlachthof

3 im ortlichen Einzelhandel kauflich erworben

4 Institut fur Tierarztliche Nahrungsmittelkundepfessur fir Nahrungsmittelkunde der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en

5 Zentrales Tierlabor der Justus-Liebig-Universi@éRen

6 Klinik fr Vogel, Reptillien, Amphibien und Fisehder Justus-Liebig-Universitat Giel3en

3.1.10 Handelsproben

Im Zeitraum von 2004 bis 2006 wurden in ortlicheretkfereien und Uberregionalen
Supermarktketten insgesamt 69 Handelsproben (Warstw(n = 63), Fleischerzeugnisse
(n = 1), Hautcreme (n = 3) und Weingummi (n = 2kauft (Abbildung 3.1).
Die Proben wurden gemaR dem AbKodierkatalog fiir die Ubermittiung von Daten aus
der amtlichen Lebensmittel- und Veterinariberwaghsowie Lebensmittelmonitoring
(Katalog Nr. 3: Matrixkodes) gruppiert (Tabelle B.Biese Kodes sind in Fachkreisen als
ZEBS-Kodes bekannt. Im Folgenden wird daher die Bereiny ZEBS-Kode verwendet

O Rohwurst
O Bruhwurst
B Kochwurst

—
—
—
—
—
—
—]
—]
—
—]
—
—
—
—
—
=
H
H
=

H

H

\ Y

1

Fleischerzeugnis
B Hautcreme
8 Weingummi

Abbildung 3.1: Prozentualer Anteil der verschiedenen Produktggunmm der Gesamtzahl
der untersuchten Handelsproben

'ADV = automatisierte Datenverarbeitung

°ZEBS = Zentralstelle fir die Erfassung und Bewagtuon Umweltchemikalien
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Tabelle 3.3:Produktgruppen und Anzahl (n) der Proben mit ZEB#K

Probenart ZEBS-Kode n
Hackfleischerzeugnisse gegart 0719.. 1
Rohwdrste schnittfest 0801.. 8
Rohwdrste schnittfest anderer Tierarten 0802.. 1
Rohwurste streichfahig 0803.. 8
Bruhwuirstchen umgerotet 0805.. 2
Brihwirstchen umgerétet anderer Tierarten 0806.. 1
Brihwirstchen nicht umgerotet 0807..

Bruhwirste umgerotet feingekuttert 0809.. 5
Bruhwirste umgerotet feingekuttert anderer Tierarte 0810.. 1
Bruhwuirste umgerétet grob 0811.. 3
Bruhwirste umgerotet mit Fleischeinlage 0813.. 1
Bruhwurste mit Einlage anderer Lebensmittel 0821.. 5
Bruhwurstpasteten 0823.. 2
Leberwurste fein gekdrnt 0826.. 4
Leberwiirste grob gekdornt 0827..
Rotwirste/Blutwirste 0829.. 5
Sulzwirste 0831..

Sulzen und Aspikwaren 0832.. 4
Kochwurstpasteten anderer Tierarten 0834.. 3
Kochwurstpasteten 0835.. 3
Bruhwirstchen umgerétet in Lake (Konserven) 0836.. 2
Rohwirste streichfahig fettreduziert 0871.. 1
Gummibonbons 4305..

Mittel zur Hautpflege 8411.. 3
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3.2 Methodik

3.2.1 Herstellung der Immunreagenzien

Als Markerproteine fir den Nachweis von bovinem ZM&rden zwei Zielantigene

ausgewahlt. Zum einen wurde der Nachweis von bavirsaurem Gliafaserprotein
(bovines Glial Fibrillary Acidic Protein, bGFAP) @b den Nachweis von Antikérpern
gegen Teilabschnitte dieses Proteins (bGFAP-Pegég)jift. Zum anderen wurde bovines
basisches Myelinprotein (bovines Myelin Basic PrgteoMBP) als Vollprotein zur

Antikorperherstellung verwendet.

3.2.1.3 Gewinnung spezifischer Antiseren
3.2.1.31 Auswahl und Synthese der Immunogene bGFAP-Peptid uid
bGFAP-Peptid 2

Zur Herstellung der bGFAP-Immunogene wurden die Woséuresequenzen von bovinem
und porcinem sauren Gliafaserprotein verglichen wwlei Aminosauresequenzen
ausgewahlt und synthetisiert, die einem Abschred GFAPs entsprechen, in dem sich
bovines und porcines GFAP teilweise unterscheiddébi(dung 3.2). Sequenzierung und
Synthese wurden von der Firma Biotrend ChemikaenbH (K6ln) durchgefihrt.* Die
Aminosauresequenzen dieser als bGFAP-Peptid 1 (did@sauren) und bGFAP-Peptid 2
(15 Aminosauren) bezeichneten Peptide sind in Aloiidy 3.2 dargestellt.

* Diese Arbeiten erfolgten in Zusammenarbeit mitmddnstitut fiir Veterinar-Anatomie,
-Histologie und —Embryologie der Justus-Liebig-Uarsitat Giel3en. Herrn Prof. Dr. M. Bergmann
und Frau Dr. K. Herde sei an dieser Stelle fiur diberlassung der Antiseren gegen
bGFAP-Peptid 2 herzlich gedankt.
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bGFAP-Peptid I  (Sequenz 287-298; 12 Aminosauren; Molekulargetnch78,4)
H -Ala-Leu-Thr-CysAsp-Leu-Glu-Ser-Leu-Arg-Gly-Thr-  OH
(pGFAP 84-86: -Cy&lu-Val-Asp-Ser-)

bGFAP-Peptid 2  (Sequenz 299-313; 15 Aminosauren; Molekularget\2cd46,2)
H -Asn-Glu-Ser-Leu-Glu-Arg-GIn-Met-Arg-Gi@In-Glu-Asp-Ala-His-  OH
(PGFAP 103-106: -GlGlu-Arg- His-)

Abbildung 3.2: Aminosauresequenzen der zur Immunisierung verwendé@eptide
bGFAP-Peptid 1 und bGFAP-Peptid 2 und Vergleich ndém entsprechend
unterschiedlichen ~ Aminosauresequenzabschnitt desrcingm  Proteins pGFAP
(www.ncbi.nim.nih.gov).

3.21.1.2 Kopplung von bGFAP-Peptid 1 und 2 an Kéyhimpet Hemocyanin

Da die bGFAP-Peptide aufgrund ihres geringen Mdieigewichtes per se nicht
immunogen wirken (Haptene), wurden sie zuvor an Eiagerprotein ausreichender
Grosse gekoppelt. Fur die Herstellung von bGFARHBep- und bGFAP-Peptid 2-
Konjugat wurde eine Methode verwendet, bei der Kiopplung des Haptens an das
Tragerprotein  Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) durclslutardialdehyd als
homobifunktionales Reagenz vermittelt wird (ERLANEL980; PESTKA, 1989). Das
Kopplungsprinzip besteht in einer Vernetzung frei@minogruppen durch die
Aldehydgruppen des Kopplungsreagenz GlutardialdehfdVRAMEAS, 1969;
AVRAMEAS und TERNYNCK, 1969). Naturliche Proteineehginen dabei fir die
Synthese guter Immunogene besser geeignet zu deinkimstlich synthetisierte
Polypeptide (JAFFE et al.,, 1970; WALKER et al., 397In einer einstufigen Reaktion
wurden das entsprechende Peptid sowie KLH in PB& @lutardialdehyd in A.dest.
geldst, in einem molaren Verhéaltnis von 1.000: .000. Nach dreistiindigem Ruhren bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde der Kiogpansatz zur Abtrennung von
nicht gebundenem Peptid sowie von Uberschiissigepplingsreagenz dreimal gegen 6 |
PBS dialysiert. AbschlieBend wurde die Peptidkotagion spektrophotometrisch
bestimmt. Die bGFAP-Peptid 1- und 2 Konjugate warde Portionen zu jeweils 0,5 ml
bei -18 °C aufbewahrt.
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3.2.1.1.3 Aufreinigung von MBP mittels Ultrazenagfation

Da bovines basisches Myelinprotein als Standardigsn einer komplexen Pufferldsung
vorlag, die mdglicherweise Einfluss auf den Immierisngsverlauf haben koénnte, wurde
das Protein zunachst durch Ultrazentrifugation UhkBtrafree-CL-Centrifugal Filter
(AusschlussgroRe 5.000) gereinigt. Hierzu wurderd 2Zng MBP (n 0,5 ml
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS)-Pufferit 00 pl PBS gemischt und in
einer Filtereinheit 30 min bei 1.800gzentrifugiert. Das Protein wurde mit 1 ml PBS aus
dem Filter gel6st. Dieser Vorgang wurde zweimal demholt. Nach der dritten
Zentrifugation wurde das Protein mit 5 ml PBS gemem und die Proteinkonzentration

spektrophotometrisch bestimmt.

3.2.1.14 Immunisierung und Gewinnung der Antiseren

Mit den in 3.2.1.1.2 beschriebenen bGFAP-Peptididgaten bzw. aufgereinigtem bMBP
wurden Kaninchen (Chinchilla Bastard, weiblich, &8 Korpergewicht) immunisiert

(Tabelle 3.4). Die Immunisierung der Tiere mit bMBRirde bei Charles River Wiga
Deutschland GmbH (Kisslegg) durchgefihrt. Die Imisignung bzw. Serumgewinnung
gegen bGFAP-Peptid 2 wurde durch das Institut féte¥inar-Anatomie, -Histologie und
—Embryologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3ezi Biotrend Chemikalien GmbH

(Koln) in Auftrag gegeben. Die Immunisierung gedge@FAP-Peptid 1 wurde an der
Professur fur Milchwissenschaften der Justus-Lidlgversitat Giel3en durchgefuhrt. Die
in PBS gelosten Immunogene wurden mit kompletteeuid schem Adjuvans (1 + 3
Volumenanteile) emulgiert. Die Proteinkonzentratidieser Emulsionen betrug 125 ug
MBP/ml bzw. 175 pg bGFAP-Peptid 1 bzw. 2/ml. Zuu@dimmunisierung wurden mit
jedem Immunogen Kaninchen nach der Methode von NHHSAG et al. (1975)

behandelt. Pro Tier wurden 2 ml Emulsion, auf cd.S2ellen verteilt, intrakutan am

Rucken appliziert.
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Tabelle 3.4: Ubersicht tiber die im Rahmen dieser Arbeit herdiésh bzw. verwendeten
(LUX, 2009) Antiseren.

zur Antikérperherstellung verwendetes Immunogen *

Antiserum mtern.e bGFAP- bGFAP-
Bezeichnung bMBP! bGFAP*
Peptid 1 Peptid 2*

M1 Kan 1256#1 X
M2 Kan 1256#2 X
M3 Kan 1256#3 X
P1 Kan 23 X
P2 Kan 24 X
P3 Kan 6664 X
P4 Kan 6665 X
Gl Kan 09 X
G2 Kan 10 X
G3 Kan 11 X
G4 Sw 01 X
G5 Sw 02 X
G6 Sfol X
G7 Sf 02 X

Kan: KaninchenSw Schwein;St Schaf

* Die Durchfuhrung der Antiserumgewinnung erfolgte:

1

im Auftrag der Professur fur Milchwissenschaftger Justus-Liebig-Universitat
Giel3en bei Charles River Wiga Deutschland GmbHSlKg)
an der Professur fur Milchwissenschaften demddkiebig-Universitat Giel3en

im Auftrag des Instituts fur Veterinar-Anatomi¢jistologie und —Embryologie
der Justus-Liebig-Universitat Gie3en bei Biotrerite@ikalien GmbH (K6In)

an der Professur fur Milchwissenschaften deruddkiebig-Universitat Gielzen im

Rahmen der Anfertigung einer Dissertation (LUX, 2D0
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Die Restimulierungen erfolgten durch intramuskuladejektion der gleichen
Immunogenmenge und -zusammensetzung. Die Zeitputédtdrkestimulierungen wurden
aufgrund der Ergebnisse der Bestimmung des Antéditprverlaufs individuell

festgelegt.

Ab der zweiten Woche nach Grundimmunisierung wuilde Kaninchen Blut aus der
Arteria auricularis rostralis enthommen. Das Blutserum wurde durch zweimalige
Zentrifugation (1.500 >g, 15 min, 4 °C) von den restlichen Blutbestandreddgetrennt
und in Portionen zu jeweils 3,5 ml bei —18 °C aufbkrt. Die Antiseren von drei mit
bovinem sauren Gliafaserprotein (0GFAP) immunisieianinchen, zwei Schweinen und
zwei Schafen wurden freundlicherweise zur Verfugwestellt. Deren Immunisierung

sowie Antiserumgewinnung werden in der Dissertation LUX (2009) beschrieben.

3.21.15 Kontrolle des Immunisierungsverlaufs

In regelmaliigen Abstanden (zwei bis drei Wochenjdewder individuelle, spezifische
Antikorpertiter mittels eines indirekten Enzymimnesis bestimmt. Dazu wurden
Mikrotiterplatten mit dem entsprechenden bovinenkdgprotein (0GFAP bzw. bMBP) in
einer Konzentration von 1 pg/ml in Bicarbonatputieschichtet (100 pl/Kavitat) und Gber
Nacht bei Raumtemperatur (RT) in einer feuchten iaminkubiert. Die Platten wurden
ausgeschlagen und freie ProteinbindungsstellenhddireiRigminitige Inkubation bei RT
mit 2% Casein/PBS-Losung (200 upl/Kavitat) abgegtttDanach wurden die Platten
dreimal mit Waschlésung gewaschen und erneut acisiggen. Von den zu testenden
Antiseren wurden geeignete Verdunnungsstufen (Bergéi 100 bis 1: 218.700) in PBS
angelegt und jeweils 100 pl/Kavitat im Doppelansatpipettiert. Die Platten wurden eine
Stunde bei RT inkubiert, mit Waschlosung dreimalvgschen und ausgeschlagen. Nun
wurde ein entsprechendes Antikdrper-Enzym-Konjuémtti-Kaninchen-1lgG-HRP) in
einer Verdiunnung von 1: 1.000 (in 1% Casein/PBS4b@3$ zugegeben (100 pl/Kavitat)
und die Platten erneut 1 h bei RT inkubiert. Ansffénd wurden die Platten erneut
gewaschen und Restfeuchtigkeit entfernt. Nach Zeigabon Enzymsubstrat-
Chromogenlésung (100 pl/Kavitat) wurden die Platigrischerweise 10-20 min bis zum

Erreichen einer ausreichenden Farbentwicklung imtib Schliel3lich wurde die
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Farbreaktion durch Zugabe von Schwefelsaure (1Inidl0 pl/Kavitat) gestoppt und die
Absorptionswerte bei einer Wellenlange von 450 nramessen. Als relativer
Antikorpertiter wurde die Serumverdinnung gewertetlie unter diesen
Reaktionsbedingungen einen Extinktionswert von BiBheiten ergab. Zum Vergleich
wurden die jeweiligen Prdimmunseren, sowie Antiseré@herer Immunisierungsstadien
mit untersucht. Antiseren der verschiedenen Bluhbrezeitpunkte, die vergleichbar hohe
spezifische Serumtiter aufwiesen, wurden gepooitiigniert und bei —18 °C aufbewahrt.
Zur simultanen Uberpriifung der relativen Antikotier gegen bovines Protein
(Immunogen) und der Kreuzreaktivitat mit analogeancpmem Protein in einem Ansatz
wurden parallele Titerbestimmungen mit bovinem ywidcinem GFAP bzw. MBP als
Beschichtungsantigen in jeweils einer Mikrotitetfgadurchgefiihrt. Hierzu wurde die
Halfte der Kavitaten mit bovinem, die andere Haifti porcinem Protein beschichtet. Die
Untersuchung einer Verdinnungsreihe zu testendgiséxen erfolgte dann parallel in
beiden Plattenhélften (Abbildung 3.3).

Beschichtung mit Beschichtung mit

bovinem Protein porcinem Protein
< > < >
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der parallelen Titratton Antiseren gegen
ZNS-Markerprotein (GFAP bzw. MBP) auf bovinem Pnotend porcinem Protein zur
Feststellung der relativen Reaktivitat. In jederatinhélfte wurden jeweils im
Doppelansatz Verdinnungsreihen des zu testendesefunns angelegt. Der Nachweis der
gebundenen Antikérper erfolgte tUber einen Sekumdi&aper (z.B. anti-Kaninchen-IgG-
HRP). Nach Messung der Extinktion bei 450 nm kamnTdtration graphisch dargestellt
werden.
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3.2.14 Herstellung von Antikérper-Enzym-Konjugaten

Um maglichst frihzeitig Aufschluss tber die Eignudey Antiseren fir den Nachweis von
bovinem ZNS-Material zu gewinnen, wurde bereits mgaddl der laufenden
Immunisierungsphase mit der Aufbereitung der Améiseund der Herstellung von
Antikérper-Enzym-Konjugaten begonnen. Anfangs wardAntiseren aus einzelnen
Blutentnahmen verwendet, fur die ein relativ hoRatikdrpertiter nachgewiesen werden
konnte. Nach Beendigung der Immunisierungsphasedemuraus den jeweiligen
Antiserenpools (siehe 3.2.1.1.5) Antikdrper-Enzywniigate hergestellt.

3.21.2.1 Aufbereitung der Antiseren

Die ausgewahlten Antiseren gegen bMBP, bGFAP, bGPAptid 1 und bGFAP-Peptid 2
wurden nach der Methode von HEBERT et al. (1973) Ammimoniumsulfat gefallt und
gegen PBS (2 x 5 I) dialysiert. Die Quantifizierudgs Proteingehaltes der dadurch
erhaltenen IgG-Rohfraktion erfolgte photometrisciictt Bestimmung der Extinktion bei

einer Wellenlange von 280 nm und Berechnung dezKotmation nach folgender Formel:

Extinktion (280 nm) x10 mg/ml

Proteingehalt der IgG - Rohfraktion (mg/ml) = 37

Die gefallten Antiseren wurden in Portionen zu ®3ei —18 °C aufbewahrt.

3.2.1.2.3 Enzymmarkierung der IgG-Rohfraktion (Kopplung)

Als Markerenzym zur Herstellung von Antikérper-EneKonjugaten wurde
Meerrettichperoxidase (Horse radish peroxidase, HiRRvendet, die nach dem Verfahren
von WILSON und NAKANE (1978) gekoppelt wurde. Beeser Methode erfolgt die
Kopplung der Antikdrper an die Meerrettichperoxelasber Aldehydgruppen, welche
durch Perjodatoxidation im Kohlenhydratanteil derdxidase erzeugt werden (aktivierte
Peroxidase) und anschlielBend mit Aminogruppen daikérper unter Ausbildung von

Schiff'schen Basen reagieren. Die Stabilisieruregeli Verbindung wird durch Reduktion
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mit Natriumborhydrid erreicht, indem die Schiff &h Basen in sekundare Amine

uberfuhrt werden.

Die Durchfiihrung der Kopplung erfolgt groRtentailach der Methode von WORNER
(1990). Zur Aktivierung der Peroxidase wurden 4 HRP in 1 ml Aqua bidest. gel6ést und
mit 0,2 ml frisch angesetzter 0,1 molarer Natriumtanperjodatlbsung versetzt
(Farbumschlag von rotbraun nach grin). Nach zwamnigtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde der Ansatz Uber Nacht bei 4 gé€gen 1 mmol/l
Natriumacetatpuffer (2 x 5 ) dialysiert. Ein mlrdaufbereiteten Antikorperlésung (in
PBS) wurde zur aktivierten Meerrettichperoxidasahis gegeben. Der pH-Wert des
Ansatzes wurde mit 20-30 pl Natriumcarbonatlésung (ol/l, pH 12) auf 9,5 eingestellt
und der Kopplungsansatz zwei Stunden bei Raumtextyreinkubiert. Anschlie3end
wurden 0,1 ml einer frisch angesetzten Natriumbdrio§osung (4 mg/ml) zugegeben und
der Ansatz eine weitere Stunde bei 4 °C inkubiert.

3.2.1.2.3 Gelchromatographische Reinigung der Kapgdprodukte

Zur Abtrennung nicht gekoppelter Bestandteile (lmgelene Peroxidase bzw. nicht
gekoppelte Antikorper) aus dem Antikdrper-Enzym-Kiggat wurde eine gelchromato-
graphische Reinigung an einer mit Sephacryl S-2Qllben Glassaule durchgefiihrt. Die
Saulendimension betrug 60 cm x 1,6 cm bei einenbé&®iolumen von 120 ml. Als

Fliel3mittel wurde PBS eingesetzt. Der Kopplungsemsairde auf die Saule aufgetragen
und bei einer Flussrate von 6 ml/h eluiert. DasaElurde in Fraktionen zu je 2 ml

aufgefangen.

Zur Bestimmung der sogenannten Reinheitszahl, diechd das Verhaltnis des
Peroxidasegehaltes (Extinktion bei 403 nm) zum @geteingehalt (Extinktion bei
280 nm) charakterisiert ist und bei 1gG-HRP-Konjiega zwischen 0,3 und 0,6 liegen
sollte, wurden die einzelnen Fraktionen im Spekiodpmeter bei den entsprechenden

Wellenlangen gemessen.

Extinktion (403 nm)
Extinktion (280 nm)

Reinheitsahl =
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3.21.24 Uberprufung der Konjugatfraktionen

Diejenigen Konjugatfraktionen, die hohe absolutet@éingehalte (Extinktion bei 280 nm
>0,3 Einheiten) und Reinheitszahlen zwischen 0,8 Q/6 aufwiesen, wurden in einem
Sandwich-Enzymimmuntest unter Verwendung des esthpnden Markerproteins auf
ihre Eignung Uberpruft. Dazu wurden Mikrotiterpatt mit dem jeweiligen gefallten
Antiserum in einer geeigneten Verdinnung von 10@.h Bicarbonatpuffer beschichtet
(100 pl/Kavitat) und freie Proteinbindungsstellert 8% Casein/PBS-Losung abgesattigt
(200 pl/Kavitat; 30 min bei RT). Nach einem Waschit folgte eine einstindige
Inkubation der einen Plattenhélfte mit antigengeltiPBS-L6sung in einer Konzentration
von 1 ug bGFAP bzw. bMBP/mI, der anderen Plattdten&hit antigenfreier PBS-Losung
(100 pul/Kavitéat). Nach einem weiteren Waschschritturden die jeweiligen
Konjugatfraktionen (100 pl/Kavitat) im Doppelansatzvier Verdinnungen (1: 100 bis 1:
4.000 in 1% Casein/PBS-L6sung) auf beide Plattét@maéinpipettiert und eine Stunde bei
RT inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte digyabe der Substratlosung (100
ul/Kavitat). Die Enzymreaktion wurde nach 10-20 rdirch Schwefelsaure (1 mol/l; 100
ul/Kavitat) gestoppt und die Extinktion bei 450 phmotometrisch bestimmit.

Geeignete Fraktionen, die zu hohen Extinktionsweefiie den antigenhaltigen Ansatz und
zu moglichst geringen Extinktionswerten fur dengentfreien Ansatz fuhrten, wurden vor
der weiteren Verwendung gepoolt und dieser Pocdwariiberprift. Die so hergestellten
Antikorper-Enzym-Konjugatlosungen wurden mit Thiosal versetzt (0,01%

Endkonzentration) und portioniert bei -18 °C getag€&ebrauchslésungen der Konjugate

wurden bis zu 4 Wochen im Kihlschrank bei 4-6 °@awahrt.

3.24 Erstellung von Sandwich-Enzymimmuntests (S-EIA) dén Nachweis der
ZNS-Markerproteine GFAP sowie MBP

Aus der Kombination der aufbereiteten anti-bMBPiseten (3.2.1.2.1) mit den
hergestellten anti-bMBP-Antikdrper-Enzym-Konjugat€®2.1.2) ergaben sich fir das
Markerprotein MBP 9 Kombinationsmdglichkeiten (3t&seren x 3 Antikérper-Enzym-
Konjugate). Fur das Markerprotein GFAP ergaben sicbhchnerisch 121
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Kombinationsmadglichkeiten fir den Aufbau eines Seiod-Enzymimmuntests (11
Antiseren x 11 Antikérper-Enzym-Konjugate). Von tiefren waren allerdings bereits 49
Kombinationen, namlich die auf bGFAP-VollproteinsiExenden Mdglichkeiten bereits
gepruft worden (LUX, 2009). In dieser Arbeit wurddaher die sich aus den bGFAP-
Peptid-Antiseren bei Verwendung als Fangerantikbrprgebenden zusatzlichen
Kombinationen (n = 28) geprift. Fir jede Kombinatiourde zunachst die optimale
Konzentration der Immunreagenzien im Enzymimmunteshittelt. Hierbei wurden
jeweils mehrere Antiserumverdinnungen (1: 100 biss1000) gegen mehrere Antikdrper-
Enzym-Konjugatverdinnungen (1: 100 bis 1: 4.000amumen mit einer bGFAP- bzw.
bMBP-Losung (Konzentration: 1 pg/ml) im Vergleichu zeiner proteinfreien
Kontrolllosung getestet (Abbildung 3.4). Hierbei lln bei ausreichend hohen
Extinktionswerten bei Anwesenheit von bovinem Hroteméglichst niedrige
Extinktionswerte fur den entsprechenden proteiafreiTestansatz erzielt werden.
Entsprechend der Ergebnisse dieser Screeninguchersgen wurden mit geeigneten
Kombinationen der bisher beschriebenen Antisered Antikdrper-Enzym-Konjugate

anschlieBend Sandwich-Enzymimmuntests (S-EIA) irkrdtiterplattensystem erstellt.

Antikdrper-Enzym-Konjugatverdiinnung

»

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Antiserumverdinnung

OHNE PROTEIN MIT PROTEIN

Abbildung 3.4: Plattenbelegung zur Ermittlung der optimalen
Immunreagenzkonzentrationen durch doppelte Austtra aufbereiteten Antiserums

gegen Antikorper-Enzym-Konjugat ohne (Spalte 1-B)vbmit einer konstanten Menge

bGFAP bzw. bMBP (Spalte 7-12).
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3.24.1 Erstellung von Sandwich-Enzymimmuntests fur bGFAReuVerwendung

von Antikérpern gegen bGFAP-Peptide als Fangerarir

Die anti-bGFAP-Peptid-Antiseren wurden jeweils imezn Sandwich-Enzymimmuntest
(Sandwich-Enzymimmunoassay, S-EIA) integriert, iremd diese Antikorper als
Fangerantikorper mit enzymmarkierten Antikdrperngege komplettes bGFAP (LUX,
2009) als Detektionsantikorper kombiniert wurdenur ZTestdurchfihrung wurden
Mikrotiterplatten mit dem jeweiligen geféllten Aséirum in einer geeigneten Verdinnung
(in 0,05 mol/l Bicarbonatpuffer, pH 9,6; Tabell&sBbeschichtet (100 pl/Kavitat). Nach
Inkubation Uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) meeifeuchten Kammer wurden die
Platten ausgeschlagen. Freie ProteinbindungsstelégnKavitdten wurden mittels 2%
Casein/PBS-L6sung (Phosphatpuffer mit NaCl-Zusaltglesattigt (200 pl/Kavitat; 30 min
bei RT). Nach dreimaligem Waschen und AusschlagerPthtten folgte eine einstiindige
Inkubation der Proteinstandard- bzw. Extraktlosunge 0,5% Triton-X-100/PBS; 100
ul/Kavitat). Nach einem weiteren Waschschritt wudies Antikérper-Enzym-Konjugat
(verdinnt in 1% Casein/PBS; 100 pl/Kavitat;, TabeBes) zupipettiert und die
Mikrotiterplatten erneut eine Stunde bei RT inkubi®lach Waschen der Platten erfolgte
die Zugabe von Enzymsubstrat-/Chromogenlosung (liCavitat). Die Reaktion wurde
nach Erreichen einer ausreichenden Farbentwick({@®g20 min) durch Zugabe von 1
mol/l Schwefelsaure (100 pl/Kavitat) gestoppt unte cExtinktion bei 450 nm
photometrisch bestimmt. Die Erstellung von Stankiarden und die Berechnung des
Antigengehalts von Probenextrakten erfolgte unterwéndung einer kommerziellen

Software fir Enzymimmuntests (Ridawin Version 1R&iopharm AG).
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Tabelle 3.5: Ubersicht der verwendeten Immunreagenzien zur elfirag von
GFAP-Sandwich-Enzymimmuntests unter Verwendungh®RAP-Peptid-Antikdrpern.

anti-bGFAP- bzw. Verdinnung als Verdinnung des Antikorper-Enzym-

anti-bGFAP-Peptid- Fangerantikorper in Konjugates als Detektionsantikdrper

Antiserum Bicarbonatpuffer in 1% Casein/PBS
P1 1:1.000 n.g.
P2 1:1.000 n.g.
P3 1:4.000 n.g.
P4 1: 4.000 n.g.
Gl 1: 4.000 1: 500
G2 1: 4.000 1: 500
G3 1: 500 1: 500
G4 1: 500 1: 500
G5 1:1.000 1: 1.000
G6 1: 1.000 1: 500
G7 1: 1.000 1: 500

n.g.: nicht geeignet, da kein spezifisches Messsignatleer

3.24.2 Erstellung von Sandwich-Enzymimmuntests fur bMBReurVerwendung

polyklonaler Kaninchenantikodrper als Fangerantikdrp

Die anti-bMBP-Antiseren der Tiere M1, M2 und M3 wan jeweils in einem S-EIA
integriert, in dem die entsprechenden durch Ammuosiufatprazipitation gereinigten
IgG-Fraktionen als Féangerantikérper zusammen nmerai Antikbrper-Enzym-Konjugat
(Kaninchen M2, M2-HRP) als Detektionsantikbrper wendet wurden. Zur
Testdurchfihrung wurden Mikrotiterplatten mit deewgiligen gefallten Antiserum in
einer Verdunnung von 1: 8.000 (in 0,05 mol/l Bomnatpuffer, pH 9,6; Tabelle 3.6)
beschichtet (100 pl/Kavitat). Nach Inkubation Gbéacht bei RT in einer feuchten
Kammer wurden die Platten ausgeschlagen. FreiesiRbimdungsstellen der Kavitaten
wurden mittels 2% Casein/PBS-Losung abgesattigd (AKavitat; 30 min bei RT). Nach
dreimaligem Waschen und Ausschlagen der Plattgtef@ine einstiindige Inkubation der
Proteinstandard- bzw. Extraktldsungen (in 0,5%0RHK-100/PBS; 100 pl/Kavitat). Nach
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einem weiteren Waschschritt wurde das AntikorpezyiEmKonjugat M2-HRP in einer
Verdinnung von 1: 400 (verdinnt in 1% Casein/PB8Q Ll/Kavitat; Tabelle 3.6)
zupipettiert. Nach einer Stunde bei RT wurden dikrMiterplatten erneut gewaschen und
sowohl Farbreaktion als auch Auswertung erfolgtemi@g zur Beschreibung 3.2.2.1. Alle
Testansatze wurden jeweils im Vierfachansatz peyett

3.2.4.3 Erstellung eines Sandwich-Enzymimmuntests fir bMBEer Verwendung

monoklonaler Fangerantikorper

In einem modifizierten MBP-S-EIA wurde ein kommedkiverfligbarer monoklonaler

Antikorper (anti-humanes MBP 129-138, BioLogo, M128 Fangerantikdrper mit dem
polyklonalen, enzymmarkierten Kaninchenantikorpe2-NRP als Detektionsantikorper
kombiniert. Der Aminosauresequenzabschnitt 129188 des humanen MBPs entspricht
dem des bovinen MBPs und unterscheidet sich in Arghosduren vom entsprechenden
Abschnitt des porcinen Proteins (Abbildung 3.5).

bMBP 129-138: H -Arg-Ala-Ser-Asp-Tyr-Lys-Ser-Ala-His-Lys- OH
pMBP 129-138 H -Arg-Ala-Pro-Asp-Tyr-LysPro-Ala-His-Lys- OH

Abbildung 3.5: Aminosauresequenz des zur Gewinnung der komnflerzie
monoklonalen Antikorper verwendeten humanen bzwvirtem MBP 129-138 und
Vergleich mit dem entsprechend unterschiedlichenindg@uresequenzabschnitt des
porcinen Proteins pMBP.

Die Testdurchfihrung erfolgte analog zur Beschmgpoin 3.2.2.2, allerdings in einer
Modifikation unter Verwendung von mit anti-Maus-Idgé&schichteten Mikrotiterplatten.
Hierzu wurden zunachst Mikrotiterplatten mit antai-1gG in einer Konzentration von
10 pg/ml in 0,05 mol/l Bicarbonatpuffer (pH 9,6)sbhichtet (100 pl/Kavitat) und tber
Nacht bei RT in einer feuchten Kammer inkubierts&dchtete Platten wurden bis zur
Verwendung im Kihilschrank bei 4-6 °C gelagert. Zwestdurchfihrung wurden die
Mikrotiterplatten zunachst mit 2% Casein/PBS abtjgga(200 pl/Kavitat; 30 min bei

RT), gewaschen und Restflissigkeit entfernt. Ddwaufwurde der monoklonale
Antikdrper M129 in einer Verdinnung von 1: 250 i86 1Casein/PBS zupipettiert
(100 pl/Kavitat; Tabelle 3.6) und eine Stunde b&iiRkubiert. Nach einem Waschschritt
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wurde Proteinstandard- bzw. Extraktlosung (100 avikit) eine Stunde bei RT inkubiert.
Die Platten wurden daraufhin gewaschen und AntdédEnzym-Konjugat M2-HRP
1: 400 in 1% Casein/PBS verdinnt zugegeben (100auitat; Tabelle 3.6). Nach einer
weiteren Stunde Inkubation wurden die Platten @rgewaschen und die Farbreaktion und

die Auswertung entsprechend 3.2.2.1 durchgefthrt.

Tabelle 3.6: Ubersicht der verwendeten Immunreagenzien zurtelirag von
Sandwich-Enzymimmuntests zum Nachweis von bMBP.

Verdinnung als Verdinnung als
verwendetes . _ _ _ ]
Antiserum Fangerantikorper in Detektionsantikdrper
Immunogen ) ) _
Bicarbonatpuffer  in 1% Casein/PBS
bMBP M1 1: 8.000 n.g.
M2 1: 8.000 1: 400
M3 1: 8.000 n.g.
hMBP 129-138
M129 1: 250 n.u.

(BioLogo)

n.g. nicht geeignetn.u: nicht untersuchtyMBP. humanes MBP

3.2.24 Orientierende Versuche zur Tierartsperifigr Enzymimmuntests mittels
boviner und porciner GFAP- bzw. MBP-Reinproteinstamlkurven

Mit den GFAP-S-EIAs wurden anschlielRend Reinprataindardkurven fur bovines und
porcines GFAP in einem Konzentrationsbereich vdnntyml bis 3.000 ng/ml parallel auf
einer Mikrotiterplatte erstellt. Die DurchfihrungrdS-EIAs erfolgte entsprechend der in
3.2.2.1 beschriebenen  Methode. Analog wurden in deviBP-S-ElAs
Reinproteinstandardkurven fur bovines und porcM&® in einem Konzentrationsbereich
von 0,457 ng/ml bis 1.000 ng/ml parallel auf einglikrotiterplatte erstellt. Die
Durchfuihrung erfolgte entsprechend den in 3.2.2@ 8.2.2.3 beschriebenen Methoden.
Um eine Beurteilung der Spezifitdat der S-ElAs f@HAP bzw. bMBP zu ermdéglichen,
wurde bei jeweils zwei GFAP- und MBP-Konzentratstagen der Spezifitatsunterschied
zwischen bovinem und porcinem Protein berechnederm der Quotient aus den

entsprechenden  Messwerten  (Extinktion bei 450 nm)ebildet wurde
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(Spezifitatskennzahl; 1LUX et al., 2005). Die Berechnung bei zwei versdenen
Konzentrationen wurde wegen des nicht parallelen rv&werlaufes der
Reinproteinstandardkurven fur bovines und porcPregein durchgefihrt, um eine bessere
Beurteilung der Spezifitdt im Messbereich zu ernobgin. Die Nachweisgrenze stellt ein
Mald fur die Sensitivitdt eines Testsystems dar. Mdshweisgrenze wurde die geringste
bovine  Antigenkonzentration  definiert, die noch ineinem  Messwert
>0,1 Extinktionseinheiten resultierte. Dieser ,ctft-0Nert entsprach dem mindestens
dreifachen Messwert (300%) des antigenfreien Kdlatteatzes (0,5% Triton-X-100).

Messwertfir bovinesProteinbei Konzentraton C

Spezifitiskennzahll = — _ - -
Messwertflr porcinesProteinbei Konzentraton C

3.2.25 Probenvorbereitung (Standardextraktionisauk)

Das Probenmaterial (Gewebe des Zentralen Nervamgst (ZNS), kunstlich
kontaminierte, rohe und erhitzte Probenmaterialied Handelsproben) wurde zunachst in
einer Moulinette homogenisiert. Die Extraktion v&@FAP bzw. MBP erfolgte unter
Verwendung einer Modifikation der Arbeitsvorschrifines kommerziellen Testkits
(,Ridascreen Risk Material*, R-Biopharm). Hierzu ndan 5 g Probenhomogenisat zu
50 ml 1%iger wassriger SDS-Loésung in einen Plastikél gegeben und in einem
Stomacher bei einer Drehzahl von 260 Tiriber einen Zeitraum von 3 min
homogenisiert. Die Mischung wurde in ein Becherglhsrfihrt und 5 min bei 95 °C in
einem Wasserbad inkubiert. Die erhitzte Mischungdeun Zentrifugenglaser tberfuhrt
und 10 min zentrifugiert (3.500 ¢, 10 °C). AnschlieRend wurde mit einer Pasteurpgpet
die obere Fettschicht abgenommen. Dieser Extraktrdevuentweder direkt im
Enzymimmuntest untersucht oder bei —18 °C bis atetsuchung gelagert.

3.2.2.6 Herstellung von Gehirnstandardextrakten

Zur Standardisierung des Nachweises von nativenkéfproteinen aus ZNS-Material

wurden fur die Vergleichsuntersuchungen sowie flie duantifizierung in den

Enzymimmuntests Gehirnstandards fir Rind und Saihwaes jeweils mehreren Gehirnen
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hergestellt. Zur Herstellung eines Rindergehimdtadextraktes wurden drei Grof3hirne
adulter Rinder mittels einer Moulinette homogenisied zu gleichen Anteilen vermischt.
Jeweils 5 g dieses Mischhomogenisats wurden ewmtspne der in 3.2.2.5 beschriebenen
Standardextraktionsmethode mit 50 ml 1% SDS/A.destrahiert. Dieser konzentrierte
Extrakt entsprach somit einem Gehalt von 100 mghieéquivalent* pro ml Extrakt. Der
Rohextrakt wurde bei -18 °C gelagert. In analogereis&/ wurde ein

Schweinegehirnstandardextrakt unter Verwendungseahs GrofR3hirnen hergestellt.

3.2.2.7 Uberprifung der Tierartspezifitat durchgaitz von bovinem und porcinem

Gehirnextrakt

Mit den S-ElAs wurden Gehirnextraktstandardkurvéiir bovines und porcines Gehirn
parallel auf einer Mikrotiterplatte erstellt.  Zur ek$tellung  definierter
Standardextraktkonzentrationen im Enzymimmuntestdem aus dem konzentrierten
Rinder- und Schweinegehirnstandardrohextrakt (B2.2lurch Verdinnung in 0,5%
Triton-X-100/PBS Standardextraktldsungen im jewedtevanten Konzentrationsbereich
hergestellt. Far die in 3.2.2.1 Dbeschriebenen GBAPIAs wurden
Gehirnextraktstandardkurven im Konzentrationsbéremn 0,914 pg Gehirnaquivalent/ml
Standardextraktlésung bis 2.000 pg/ml erstellt. i@rin 3.2.2.2 beschriebenen MBP-S-
EIAs mit polyklonalen Kaninchen-Antikbrpern als @nantikérper wurden
Gehirnextraktstandardkurven im Konzentrationsbéreion 0,46 pug/ml bis 1.000 pg/ml
erstellt. Fir den in 3.2.2.3 beschriebenen MBP-&-EBit monoklonalen Antikérpern als
Fangerantikorper befindet sich der relevante Kotratonsbereich von 0,046 pg/ml bis
100 pg/ml (Tabelle 3.7). Analog zur Berechnung 8pezifitatskennzahl 1 unter 3.2.2.4
wurde zur Beurteilung der jeweiligen Spezifitdt fRindergehirnstandardextrakt der
Quotient der Messwerte (Extinktion bei 450 nm) bewei ausgewdahlten
Gehirnextraktkonzentrationen gebildeSpgzifitdtskennzahl; 2LUX et al., 2005). Als
Nachweisgrenze wurde die geringste bovine Antigankatration definiert, die noch in
einem Messwert0,1 Extinktionseinheiten resultierte, was mindestelem dreifachen

Messwert des antigenfreien Kontrollansatzes (0,5%611-X-100) entsprach.

Messwertfur bovinenGehirnextrakt bei Konzentraton C
Messwertflr porcinenGehirnextrakt bei Konzentraton C

SpezifitdaskennzahP =
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Tabelle 3.7: Ubersicht der verwendeten Standardextraktlésurigesen verschiedenen
Sandwich-Enzymimmuntests zur Erstellung der GeRkiragtstandardkurven.

Fangerantikorper Gehirnaquivalent (pg/ml) Verdinnung
. Methode
im S-EIA von bis Rohextrakte
P1, P2, P3, P4
3.2.2.1 0,914 2.000 1: 50
(polyklonal)
M1, M2, M3
3.2.2.2 0,46 1.000 1: 100
(polyklonal)
M129
3.2.2.3 0,046 100 1: 1.000
(monoklonal)
3.2.2.8 Ermittlung der optimalen Kombinationen t,emunreagenzien

Aus den erstellten S-EIAs wurden jeweils die geeigsten Kombinationen der
Immunreagenzien zur weiteren Arbeit ausgewahlt.Bawertung wurden hierbei folgende

Kriterien herangezogen:

1. hohe Maximal-Extinktionswerte (>1 Einheit fir 45@nfir bovines Protein

2. hoher Messsignalunterschied zwischen bovinem umdir@m Protein, wobei
als Mal} die Spezifitatskennzahlen 1 und 2 herarnggrzwurden
niedriger Messwert fir den antigenfreien Kontrodiatz
hohe Testsensitivitat (niedrige Nachweisgrenze)

Weiterhin war zu beriicksichtigen, dass von den ewéglten Immunreagenzien eine

ausreichende Menge gleicher Qualitat zur Verflugstagd.
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3.2.3 Versuche zur Anwendbarkeit der entwickelten enzymimologischen
Nachweisverfahren
3.2.3.1 Vergleich der ZNS-Materialien Gehirn  und ckREnmark im

Enzymimmuntest

Zum Vergleich der Reaktivitat der ZNS-Materialieretf®@n und Rickenmark wurden
Extraktkurven fur bovines und porcines Gehirn sowig bovines und porcines
Ruckenmark in ausgewdahlten S-ElAs (3.2.2.8) pdratigeweils einer Mikrotiterplatte
erstellt. In vier GFAP-Testsysteme wurde hierzu geweilige Extrakt in einem
Konzentrationsbereich von 0,914 pg/ml bis 2.000 migéingesetzt. In das MBP-
Testsystem mit monoklonalen Antikdrpern als Fangwérper wurde der jeweilige

Extrakt in einem Konzentrationsbereich von 0,046 dis 100 pg/ml eingesetzt.

3.2.3.2 Sensitivitat und Spezifitat der Testsysteme

Die Uberpriifung der Testsensitivitat und der Tess#jiat erfolgte unter Verwendung von
Gehirnmaterial verschiedener Spezies sowie untew&elung von kunstlich mit ZNS-
Materialien kontaminierten Fleischwaren. Die Prolwhereitung erfolgte nach der in

3.2.2.5 beschriebenen Standardextraktionsmethode.

3.23.2.1 Kinstliche Kontaminierung

Zur kunstlichen Kontaminierung mit Rinder- bzw. $&negehirn wurde das jeweilige
Gehirnstandardhomogenisat (3.2.2.6) verwendet. di@irHerstellung der verschiedenen
Konzentrationsstufen wurde im Verhdltnis 1. 1 geMmiss Rinder- und

Schweinehackfleisch und ZNS-Material abgewogenmnaiiitkls Moulinette homogenisiert.

Es wurde zunachst jeweils die Kontaminationsstufé dem hochsten ZNS-Gehalt
hergestellt. Die Herstellung der niedrigeren ZNS@te erfolgte durch weiteres Mischen
dieses Konzentrates mit nicht kontaminiertem Haigfh und jeweils anschlieRendem
Homogenisieren. Mit Gehirnmaterial der Spezies®fBute, Huhn, Kaninchen und Schaf

wurde analog verfahren.
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Mit Rinder- und Schweinegehirn kunstlich kontamitee erhitzte Probenmaterialien
wurden freundlicherweise vom Institut fur Tierdidtle Nahrungsmittelkunde, Professur
fur Tierarztliche Nahrungsmittelkunde der Justusbig-Universitat Giel3en zur

Verfugung gestellt. Dabei handelte es sich um ndeh Leitsatzen fur Fleisch und

Fleischerzeugnisse hergestellte Bruhwirste in FaymKesselkonserven (F-Wert: 0,48),
Dreiviertelkonserven (F-Wert: 0,84) und Vollkonsem(F-Wert: 5,4).

Die Extraktion erfolgte gemaf der Standardextrak{®2.2.5). Sowohl Homogenisate als
auch Extrakte wurden bei —18 °C gelagert.

Tabelle 3.8 gibt eine Ubersicht tiber die hergastelkiinstlich mit Gehirn kontaminierten

Probenmaterialien.
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3.2.3.2.2 Untersuchung der kinstlich kontaminiertehen Probenmaterialien

Zur Uberprifung der Testsensitivitat, der Testdjtériund der Quantifizierbarkeit der
Gehirngehalte wurden die Extrakte der kunstlich mihder- und Schweinegehirn
kontaminierten Fleischwaren in ausgewahlten Enzymimiests untersucht.

In die ausgewéhlten GFAP-EIAs wurden die Extralkee mhit 8%, 4%, 2%, 1%, 0,75%,
0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,25%, 0,2%, 0,1% und 0% Rindend Schweinegehirn
kontaminierten Fleischwaren (Tabelle 3.8) 1: 50duent in 0,5% Triton-X-100/PBS
eingesetzt, wobei die Konzentrationstufe 0% als AMgativkontrollansatz diente. Zur
Quantifizierung wurde in jeder Untersuchung einendergehirnstandardextraktkurve
definierter Konzentration mitgefiihrt. Hierzu wurdder in 0,5% Triton-X-100/PBS
verdunnte Extrakt in den Konzentrationen 1.000 J,g2®0 pug/ml, 40 pg/ml und 8 pg/mi
eingesetzt. Es wurde weiterhin der Verdinnungspuff&% Triton-X-100/PBS zur

Ermittlung des Leerwertes verwendet.

In den MBP-EIA mit monoklonalen Fangerantikdrperarden die Extrakte der kinstlich
kontaminierten Fleischwaren der unterschiedlichemzéntrationsstufen 1: 100 verdinnt
in 0,5% Triton-X-100/PBS eingesetzt. Die Rindergestandardextraktkurve wurde aus
den Konzentrationen 100 pg/ml, 20 pg/ml, 4 pg/md 08 pg/ml erstellt. Zur Ermittlung

des Leerwertes wurde 0,5% Triton-X-100/PBS einggset

Als qualitativ positiv wurden Proben gewertet, dieeinem Messsignal gleich oder grol3er
einem ,cut-off* Wert von 0,1 Extinktionseinheiteiinrten. Dies entsprach im GFAP-EIA
mindestens dem zweifachen Messwert des ZNS-Negatikdllansatzes, im MBP-EIA
mindestens dem dreifachen Messwert des ZNS-Negeatikddlansatzes. Jedes
Probenmaterial jeder Konzentrationsstufe wurde estehs zweimal hergestellt. Hiervon
wurden jeweils drei unabhéngige Extraktionen duethigrt und im Enzymimmuntest
untersucht. Die Messwerte der Probenextrakte vierdeher Ansatze wurden sowohl
gualitativ (positiv oder negativ) beurteilt als auc anhand der
Rindergehirnstandardextraktkurve quantifiziert @Rirgehirnaquivalente). Dadurch konnte
fur alle positiven Proben ein quantitativer Mesdwgrg Rindergehirnaquivalent/ml),

entsprechend einer relativen Wiederfindungsrate ddeg enthaltenen Gehirnmaterials,
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ermittelt werden. Die Nachweisgrenze stellt ein Miaf3die Senitivitat eines Testsystems
dar. Als Nachweisgrenze der jeweiligen Testsystemarrde die niedrigste

Konzentrationsstufe gewertet, die einen noch pa@siti Nachweis (Messsignat0,1

Extinktionseinheiten) von mit Rindergehirn kindtlickontaminierten Fleischwaren
erbrachte. Zur Beurteilung der jeweiligen Spedifitdler ausgewahlten untersuchten
Testsysteme flr bovines Rindergehirnmaterial wulde Quotient der entsprechenden
Messwerte (Extinktion bei 450 nm) bei zwei ausgdte@ihkKonzentrationsstufen gebildet

(Spezifitatskennzah) 3analog der Spezifitdatskennzahlen 1 und 2.

Messwertfir mit Rindergehin kontaminiete Probeder KonzentraionsstufeC

SpezifitaskennzahB = —— , ; — ,
Messwertflr mit Schweineghirnkontaminiete Probeder KonzentraionsstufeC

3.2.3.2.3 Untersuchung der kiinstlich kontaminierézhitzten Probenmaterialien

Zusatzlich zur Uberprufung der Testsensitivitat, r d@estspezifitat und der
Quantifizierbarkeit der Gehirnzusatze konnte dulah Untersuchung von kinstlich mit
Gehirn kontaminierten Konserven in ausgewahlten yEmnmuntests ein mdoglicher
Einfluss einer Hitzebehandlung von Fleischwaren alié Nachweisbarkeit der
Markerproteine untersucht werden. Die Untersuchdeg kinstlich mit Rinder- bzw.
Schweinegehirn kontaminierten Kessel-, Dreiviertehd Vollkonserven (Tabelle 3.8)
erfolgte entsprechend der Untersuchung der kuhskiomtaminierten rohen Fleischwaren
(3.2.3.2.2). In den ausgewahlten GFAP-EIAs wurdsatlich zu den Extrakten der mit
8%, 2%, 1%, 0,1% und 0% Rinder- bzw. Schweinegekontaminierten Konserven und
der Rindergehirnstandardextraktkurve eine mit 2%dRigehirn kinstlich kontaminierte
rohe Probe als ZNS-Positivkontrollansatz mitgefilrtden MBP-EIA mit monoklonalen
Fangerantikorpern wurde als ZNS-Positivkontrollans@ine mit 1% Rindergehirn
kinstlich kontaminierte rohe Probe eingesetzt. Buswertung erfolgte wie in 3.2.3.2.2
beschrieben, wobei jede Probe jeder Konzentratiofessiur einmal hergestellt wurde,
aber entsprechend der rohen Proben mindestens alreimtrahiert und im

Enzymimmuntest untersucht wurde.



3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN 66

3.2.3.24 Uberprufung der Kreuzreaktivitat der $gsteme mit den Wiederkauern
Schaf und Ziege

Zur Uberprifung der Testsysteme hinsichtlich ihtéreuzreaktivitat mit weiteren
Wiederkduern wurde Gehirnextraktlosung der SpeSasaf und Ziege untersucht. In die
ausgewahlten GFAP-EIAs wurde Schaf- und Ziegengekirakt in den Konzentrationen
1.000 pg/ml, 200 pg/ml und 40 pg/ml eingesetzt. &dBm wurde in jedem Ansatz eine
Rindergehirnstandardextraktkurve in den Konzerdretin 1.000 pg/ml, 200 pg/ml, 40
pg/ml und 8 pg/ml, ein 1: 50 verdunnter ZNS-Nedaiitrollansatz sowie ein 1: 50
verdinnter ZNS-Positivkontrollansatz in Form einait 2% Rindergehirn kinstlich
kontaminierten rohen Probe mitgefihrt. In den MBR-Emit monoklonalen
Fangerantikorpern wurde Schaf- und Ziegengehiragktm den Konzentrationen 100
pg/ml, 10 pg/ml und 1 pg/ml eingesetzt. Auch hienverde in jedem Ansatz eine
Rindergehirnstandardextraktkurve in den Konzertrein 100 pug/ml, 20 pg/ml, 4 pg/ml
und 0,8 pg/ml, ein 1. 100 verdinnter ZNS-Negatitkatansatz sowie eine mit 1%
Rindergehirn kinstlich kontaiminierte rohe Probe 100 verdinnt als ZNS-
Positivkontrollansatz mitgefuhrt. Alle Verdinnungemirden in 0,5% Triton-X-100/PBS
angeleqgt. Die Messwerte der Probenextrakte wurdennharal der
Rindergehirnstandardextraktkurve quantifiziert. Dath konnte fir alle auswertbaren
Proben  (Messsignal =0,1  Einheiten) ein  quantitativer = Messwert  (ug
Rindergehirnaquivalent/ml) ermittelt werden. Der d)ent aus dem ermittelten
guantitativen Messwert und der tatséchlichen Kotraion des Schaf- bzw.
Ziegengehirnextraktes  (tatsachlicher  quantitativewert; ung  Schaf-  bzw.
Ziegengehirnaquivalent/ml) entspricht mit 100 npligiert der Kreuzreaktivitat (%) des
entsprechenden enthaltenen  Gehirnmaterials im ljgeei Testsystem  mit
Rindergehirnmaterial. Bei Kreuzreaktionen Uber 190 wird das ZNS-Material der
entsprechenden Spezies im Testsystem besser,tbell®@ % schlechter erkannt als ZNS-

Material des Rindes.

ermittelter quantitatver Messwer{j g Rindergehinaquivalent/ml) x 100
tatsachliher quantitatverWert(ug Ziegen bzw.Schafgehlnaquivalent/ml)

Kreuzreakivitat (%) =

Durch Quantifizierung des ZNS-Positivkontrollangatzan der Rindergehirnstandard-

extraktkurve konnte fir jeden Ansatz eine Wiedeldimgsrate (3.2.3.2.2) ermittelt werden.
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3.2.3.25 Uberprufung der Kreuzreaktivitat der $gsteme mit den Spezies Pferd,

Pute, Huhn und Kaninchen

Zur Uberprufung der Testsysteme hinsichtlich ihkeeuzreaktivitat mit ZNS-Material
weiterer Tierarten wurden in den Enzymimmuntests Gehirnmaterialien der Spezies
Pferd, Pute, Huhn und Kaninchen kinstlich kontaentei Proben untersucht (Tabelle 3.8).
In die ausgewahlten GFAP-EIAs wurden die Extralde mit 8%, 2%, 1%, 0,5% und 0%
Pferde-, Puten-, Hihner-, Kaninchen- und Rindergekiinstlich kontaminierten (rohen)
Proben 1: 50 in 0,5% Triton-X-100/PBS verdinnt esgjzt; im MBP-EIA mit
monoklonalen Fangerantikdrpern wurden die entsemadén Extrakte 1: 100 verdinnt
eingesetzt. Zusatzlich wurde in jedem Ansatz eined&gehirnstandardextraktkurve in
den Konzentrationen 1.000 pg/ml, 200 pg/ml, 40 jkaima 8 pg/ml (GFAP-EIA) bzw. in
den Konzentrationen 100 pg/ml, 20 pg/ml, 4 pg/md 08 pg/ml (MBP-EIA) mitgefiihrt,
mit der die Messwerte der Probenextrakte quargifiziverden konnten. Die weitere
Auswertung der Kreuzreaktivitat wurde analog derdié Kreuzreaktivitat mit Schaf- und
Ziegen-ZNS-Material (3.2.3.2.4) beschriebenen Ma¢hdurchgefuhrt.

3.2.3.2.6 Uberprifung der Gewebespezifitat dersysséme

Zur Uberpriifung der Gewebespezifitat wurden Exeradér Lendenmuskulatur von Rind
und Schwein sowie zahlreicher Rinderorgane in augbgken Testsystemen untersucht.
Die Extrakte der Rinderorgane Herz, Leber, Lungeréy Euter, Pansen und Zunge sowie
der Muskulatur von Rind und Schwein wurden 1: 50180 und 1: 450 verdinnt in den
GFAP-EIAs und 1: 100, 1: 300 und 1: 900 verdunrdenm MBP-EIA eingesetzt. In jedem
GFAP-EIA wurde aullerdem eine Rindergehirnstandaralekurve in  den
Konzentrationen 1.000 pg/ml, 200 pg/ml, 40 pg/midu8@ pg/ml, eine mit 2%
Rindergehirn kinstlich kontaminierte Probe 1: 5@duent als ZNS-Positivkontrollansatz
und ein 1. 50 verdunnter ZNS-Negativkontrollans@@% Gehirn, reines Hackfleisch)
mitgefuhrt. In jedem Ansatz des MBP-EIAs mit morwidlen Fangerantikorpern wurde
eine Rindergehirnstandardextraktkurve in den Kotragonen 100 pg/ml, 20 pg/ml,
4 pg/ml und 0,8 pg/ml, eine 1: 100 verdinnte mit Rindergehirn kunstlich

kontaminierte Probe als ZNS-Positivkontrollansatzd uein 1: 100 verdinnter ZNS-
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Negativkontrollansatz mitgefuhrt. Alle Verdinnungsarden in 0,5% Triton-X-100/PBS
angelegt. Die Messwerte der Probenextrakte verdeher Ansatze wurden sowohl
qualitativ  (positiv. oder  negativ) beurteilt  als auc anhand der
Rindergehirnstandardextraktkurve quantifiziert. Adsialitativ positiv. wurden Proben
gewertet, die zu einem Messsignal gleich oder groéamem ,cut-off* Wert von 0,1
Extinktionseinheiten flhrten. Durch Quantifizierudgs ZNS-Positivkontrollansatzes an
der Rindergehirnstandardextraktkurve konnte flefednsatz eine Wiederfindungsrate
(3.2.3.2.2) ermittelt werden.

3.2.3.3 Untersuchung von Handelsproben in den Testsystemen

Zur Uberprifung des Einflusses gebrauchlicher 2utabei der Herstellung von
Fleischerzeugnissen, wurden unterschiedliche Lebitetproben (Roh-, Brih- und
Kochwirste; Fleisch verschiedener Tierarten) bebdosmittelhandlern in Giel3en und
Umgebung gekauft und in den Enzymimmuntests untbtsuAufRerdem wurden zur
weiteren Uberpriufung der Anwendbarkeit Gelatinepkte und Hautpflegeprodukte
stichprobenweise eingesetzt. Die Probenextraktel@vuhierbei fir den GFAP-EIA 1: 50,
1: 150 und 1: 450, fur den MBP-EIA 1: 100, 1: 30@d.: 900 in 0,5% Triton-X-100/PBS
verdinnt. Als ZNS-Positivkontrollansatz diente inBRFEIA eine mit 1%, im GFAP-EIA

eine mit 2% Rindergehirn kinstlich kontaminierte olf¥. Eine

Rindergehirnstandardextraktkurve in den Konzerdretin 1.000 pg/ml, 200 pg/ml, 40
pg/ml und 8 pg/ml (GFAP) bzw. in den Konzentratiori®0 pg/ml, 20 pg/ml, 4 pg/mi,
0,8 pg/ml (MBP) sowie eine ZNS-Negativkontrolle wen in jedem Ansatz mitgefuhrt.
Die Messwerte der Probenextrakte verschiedener ta@s@urden sowohl qualitativ
(positiv oder negativ) beurteilt als auch anhand Bendergehirnstandardextraktkurve
quantifiziert. Als qualitativ positiv wurden Probegewertet, die zu einem Messsignal
gleich oder grof3er einem ,cut-off* Wert von 0,1tiBktionseinheiten fuhrten. Durch
Quantifizierung des ZNS-Positivkontrollansatzesdan Rindergehirnstandardextraktkurve
konnte fir jeden Ansatz eine Wiederfindungsrat2.832.2) ermittelt werden, tber die der
fur entsprechende positive Realproben zu erwarteBdbirngehalt berechnet werden

konnte.
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3.24 Ermittlung standardisierter Extraktionsverfahren

3241 Einfluss verschiedener Extraktionsmittel

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Eidremittel auf die Messergebnisse
der entwickelten Enzymimmuntests wurde die Eignwog A.dest., PBS, TBS, 1%
SDS/A.dest., 0,1% SDS/A.dest., 1% SDS/PBS, 0,1% /BBS, 1% Tween/A.dest.,

0,1% Tween/A.dest., 1% Tween/PBS, 0,1% Tween/PBSEztraktion von GFAP und

MBP Uberpruft.

5 g Rindergehirnstandardhomogenisat wurden mit 50 dar unterschiedlichen
Extraktionsmittel in einen Plastikbeutel gegebend im einem Stomacher homogenisiert
(3 min, Drehzahl: 260"). Die Mischung wurde in ein Becherglas tberfihrtl & min bei

95 °C in einem Wasserbad inkubiert. Danach wur@eMischung in Zentrifugenglaser
Uberfihrt, 10 min zentrifugiert (3.500 x g, 10 °@)d anschlielRend die obere Fettschicht
mit einer Pasteurpipette abgenommen. Dieser Extraktle entweder direkt untersucht
oder bei -18 °C bis zur Untersuchung gelagert. Bdrakt wurde 1: 50 verdinnt in 0,5%
Triton-X-100/PBS im GFAP-EIA und 1: 1.000 verdunnt MBP-EIA eingesetzt. Die
Messwerte (Extinktion bei 450 nm) der verschiedemedraktionsmittel wurden zur

Bewertung verglichen.

3.24.2 Reproduzierbarkeit der Standardextraktr@tbode

Um Aussagen Uber die Reproduzierbarkeit der geesh8tandardextraktionsmethode
treffen zu kénnen, wurde Rinder- und Schweinegstamdardhomogenisat mehrfach
extrahiert und im Enzymimmuntest analysiert. Didr&itionen (3.2.2.5) wurden an zwei
verschiedenen Tagen insgesamt finf Mal durchgefiibré Extrakte wurden 1. 50
verdinnt in 0,5% Triton-X-100 im GFAP-EIA und 1:000 verdiunnt im MBP-EIA
untersucht. Zur Auswertung wurden die MesswertdifEtion bei 450 nm) der einzelnen
Extrakte verglichen.
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3.2.5 Uberpriifung der Haltbarkeit der Reagenzien

Zur Uberprifung der Haltbarkeit der Reagenzien wufdr jedes Markerprotein ein
Testsystem Uber funf Wochen in regelmafdigen Abstinohit denselben Reagenzien
wiederholt. Am Tag O wurden fir den GFAP-EIA unchddBP-EIA mit monoklonalen

Fangerantikorpern je sechs Mikrotiterplatten beddet. Am Tag 2, 7, 14, 21, 28 und 35
wurden in den Testsystemen Rinder- und Schweinagghndardextrakte wie in 3.2.2.7
beschrieben untersucht. Die verwendeten Extraktmoklionale Fangerantikdrper M129,
Antikorper-Enzym-Konjugate, Substrat und Verdunramgfer 0,5% Triton-X-100/PBS

waren bei jeder Durchfuhrung dieselben. Bei der wartung wurde der Erhalt der

Sensitivitat und der Spezifitat der untersuchtest3ysteme bewertet.

3.2.6 Ermittlung des Gehaltes an GFAP bzw. MBRRimdergehirn

In die ausgewahlten GFAP-S-EIAs (3.2.2.8) wurde deigehirnextrakt in einem

Konzentrationsbereich von 0,914 ug GehirnaquivaidnExtraktlosung bis 2.000 pg/ml
sowie bGFAP-Reinprotein in einem Konzentrationsiobreon 1,4 ng/ml bis 3.000 ng/ml
parallel in einer Mikrotiterplatte eingesetzt (2.2). In den ausgewahlten MBP-S-EIA
wurde analog Rindergehirnextrakt in einem Konzeiwngbereich von 0,046 pg/ml bis
100 pg/ml sowie bMBP-Reinprotein in einem Konzemressbereich von 0,457 ng/ml bis
1.000 ng/ml eingesetzt (3.2.2.3). Die Verdinnungemden in 0,5% Triton-X-100/PBS

durchgefuhrt. Die Erstellung von Reinproteinstadéarven und die Berechnung des
Antigengehaltes der als Proben definierten Gehirakiosungen erfolgte unter
Verwendung einer kommerziellen Software fur Enzymumtests (Ridawin Version 1.38,
R-Biopharm AG). Uber den Gehalt an Gehirnaquivalandler jeweiligen Extraktldsung

kann der bGFAP- bzw. bMBP-Gehalt des eingesetztehir@homogenisats berechnet
werden. Aus den Ergebnissen dieser Berechnung wurdider Extrakt das arithmetische
Mittel berechnet. Bei der Berechnung wurden nurjedigen Verdinnungsstufen der
Extraktlosung berucksichtigt, die einen Messwerttifiktion bei 450 nm}0,1 Einheiten

erbrachten.

berechnete Proteingetalt der Gehirnextraktldsung(ng/ml)

Proteingefalt im Gehirn(mg/g)=- - - ——
in Gehirnextraktldsungenthaltenes Gehirnaquivalent(p.g/ml)
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3.2.7 Versuche zur Verkirzung der Testdauer des JEBB/mimmuntests

(monoklonale Fangerantikdrper)

Da der MBP-S-EIA eine Stunde zusétzliche Inkubatzemt der monoklonalen Antikdrper
in Anspruch nimmt, wurde versucht die Testdauerreduzieren. Hierzu wurden zwei
Ansatze verfolgt:

1. Verkirzung der Inkubationszeiten

2. gemeinsame Inkubation der monoklonalen AntikGrpet des Gehirnextraktes

Zur Reduzierung der Testdauer Uber die Inkubatiitesz wurde der MBP-S-EIA mit
monoklonalen Antikérpern als Fangerantikdrper agadier Beschreibung 3.2.2.3 bzw.
3.2.3.3 durchgefuhrt. Hierbei wurde jedoch als Mikdtion die Inkubationszeit der
Extrakte von einer Stunde auf 30 min reduziert, wame Anhebung des
Konzentrationsbereiches der Rindergehirnstandaraldktirve auf 1 pg/ml  bis
1.000 pg/ml nétig werden lie3. Die Inkubationszeés Antikorper-Enzym-Konjugates
M2-HRP wurde bei unveranderter Konzentration ebsfvon einer Stunde auf 30 min

reduziert.

Zur Reduzierung der Testdauer Uber eine gemeindakubation von Fangerantikdrper
und Antigen wurden Mikrotiterplatten mit anti-Maigls in einer Konzentration von
10 pg/ml in 0,05 mol/l Bicarbonatpuffer (pH 9,6)sbhichtet (100 pl/Kavitat) und tber
Nacht bei RT in einer feuchten Kammer inkubiertr Ztestdurchfihrung wurden die
Mikrotiterplatten mit 2% Casein/PBS abgesattigt (2Ql/Kavitat, 30 min bei RT),
gewaschen und Restflissigkeit entfernt. Der monae Antikbrper M129 wurde
zunachst in einer Verdiinnung von 1: 125 in 1% CQéB&S zupipettiert (50 pl/Kavitat)
und anschlielend wurde gemal 3.2.3.3 Extraktlogum@,5% Triton-X-100 verdinnt;
50 pul/Kavitat) zupipettiert, wobei die Rindergelsitandardextraktkurve im
Konzentrationsbereich von 1 pg/ml bis 1.000 pug/ewghlt wurde. Nach einer Stunde
Inkubation bei RT wurden die Platten daraufhin gests@n und Antikdrper-Enzym-
Konjugat M2-HRP 1: 400 in 1% Casein/PBS verdunmgeneben (100 ul/Kavitat). Nach
einer Inkubation von einer Stunde wurden die Pfategneut gewaschen und die
Farbreaktion und die Auswertung wie in 3.2.2.1. ctigefihrt. Desweiteren wurde

Sensitivitat und Wiederfindungsrate der modifizerfTestsysteme beurteilt (3.2.3.3).
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3.2.8 Versuche zu einem indirekten MBP-Enzymimmuntest (ABECKER,
2004)

Orientierend wurde der Testaufbau eines indireE@zymimmuntests unter alleiniger
Verwendung des monoklonalen Antikérpers M129 zurtesuchung von MBP-
Reinproteinlésung sowie von Gehirnmaterial und Kiets kontaminiertem Hackfleisch
unter Verwendung des von HOLTBECKER (2004) bestlemnen Systems gepruft.

Die untersuchten Gehirnstandards und kinstlichGrltirn kontaminierten Proben wurden
sowohl nach der Standardextraktionsmethode (3)2.2B auch nach der von
HOLTBECKER (2004) beschriebenen Salzsaureextrakigoarahiert. Hierbei wurde
jeweils 1 g der Probenhomogenisate in 10 ml 0,lamolSalzsdure gegeben und im
Stomacher 3 min bei einer Drehzahl von 26Bomogenisiert. AnschlieBend wurden die
Extrakte mit Hilfe von Papierfaltenfiltern aufgemgyt. Die Extrakte wurden direkt im
Enzymimmuntest untersucht. Hierzu wurden Mikroptatten mit dem entsprechenden
Antigen in Bicarbonatpuffer beschichtet (Tabell®)3Nach Inkubation tGber Nacht bei RT
in einer feuchten Kammer wurden freie Proteinbirghstellen der Kavitaten mittels 2%
Casein/PBS-L6sung abgesattigt (200 ml/Kavitat, 3 dmei RT). Nach dreimaligem
Waschen und Ausschlagen der Platten folgte einestigidige Inkubation mit
monoklonalen Antikérpern M129 1: 250 verdinnt in 1%asein/PBS-Losung
(100 pl/Kavitat). Nach einem weiteren Waschschvittde anti-Maus-IgG-HRP-Konjugat
1. 450 verdunnt in 1% Casein/PBS-L6sung zugegehéf (il/Kavitat) und erneut eine
Stunde bei RT inkubiert. Nach Waschen der Plattefolgte die Zugabe von
Enzymsubstrat-/Chromogenlésung (100 pl/Kavitatle Rieaktion wurde nach Erreichen
einer ausreichenden Farbentwicklung (10-20 min) cldurZugabe von 1 mol/l
Schwefelsaure (100 ul/Kavitat) gestoppt und dieirkkiibn bei 450 nm photometrisch
bestimmt. Die Erstellung von Standardkurven und Begechnung des Antigengehaltes
von Probenextrakten erfolgte unter Verwendung eikemmerziellen Software fir
Enzymimmuntests. Im Rahmen der Auswertung der Higeb wurden
Spezifitatskennzahl, Wiederfindungsrate und Nachkgrenze des Testsystems bestimmt
(3.2.3.2.2).
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Tabelle 3.9: Ubersicht der im indirekten Enzymimmuntest zur ddéshtung der
Mikrotiterplatten verwendeten Antigene und ihrertM@&nungen bzw. Konzentrationen.

_ _ Konzentrationen und Verdinnungen
zur Beschichtung verwendetes Antigen . .
(in 0,05 mol/l Bicarbonatpuffer)

bovines und porcines MBP-Reinprotein 0,457 ng/mhlGO0 ng/ml
boviner und porciner Gehirnstandard-

46 ng/ml — 100.000 ng/ml
extrakt
kinstlich mit 8%, 4%, 2%, 1%, 0,5% und
0% Rinder- bzw. Schweinegehirn 1: 100

kontaminierte Proben

3.2.9 Charakterisierung der Antikorperspezifitat mittetsnunoblot

Zur Charakterisierung der im GFAP- und MBP-EIA vendeten Antikdrper erfolgte der
Nachweis der entsprechenden  Markerproteine nach iudddecylsulfate-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Bigtmit Hilfe der Immundetektion.
Die Markerproteine wurden in Form von bovinen undrcgmen Reinproteinen und

Gehirnextrakten eingesetzt.

3.29.1 Probenvorbereitung

Zunéchst wurden aus dem bovinen und porcinen Gshimdardhomogenisat die ZNS-
Markerproteine GFAP und MBP mit der Standardexicsigmethode (3.2.2.5) extrahiert.
Zur Herstellung des Probenpuffers wurde Lithiumagtiulfat (LDS)-Sample Buffer mit
Sample Reducing Agent (Invitrogen GmbH) und A.destVerhaltnis 5: 2: 3 gemischt.
Sowohl Bovine Serumalbumin(BSA)lésung als auch bevund porcine GFAP- bzw.
MBP-Reinproteinldsung in einer Konzentration vord 303/ml wurden im Verhéltnis 1: 2
mit Probenpuffer gemischt (Vortexer). Die bovinamyporcinen Gehirnextrakte wurden
zunéchst 1: 10 in A.dest. verdinnt und anschlield@nderhaltnis 1: 2 mit Probenpuffer
gemischt. Die Proben wurden finf Minuten im Wasadrlbei 70 °C inkubiert und

anschliel3end elektrophoretisch aufgetrennt.
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3.2.9.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SD&EAund Blotting

Die  elektrophoretische  Proteinauftrennung  erfolgtan  einer  vertikalen
Elektrophoresekammer nach dem Prinzip der SDS-PAGEEMMLI, 1970). Zur
Auftrennung der Reinprotein- und Gehirnextraktlégem wurden NuPAGEY 4-12%ige
Bis-Tris-Gradientengele (pH 6,4; Invitrogen GmbH])t npe zehn Geltaschen und einer
Geldicke von 1 mm verwendet. Es wurden in der Regelei Gele in die
Elektrophoresekammer eingebaut. AnschlieRend wdrdeKammer mit dem 1: 20 in
A.dest. verduinnten ,Laufpuffer 2-(N-Morpholino-Jegnsulfonsaure(MES)-SDS-Running
Buffer (pH 7,3) versetzt mit Antioxidant (InvitrogeGmbH) aufgefillt bis die Geltaschen
vollstandig Uberschichtet waren. Nach Entfernungs d@elkammes wurden die
aufzutrennenden Proben mit der Pipette kurz durstimiund je 10 pl in die Geltaschen
einpipettiert. Zur Interpretation der Ergebnisseadeuin eine Tasche jedes Gels 5 pl einer
Proteinmarkerlésung aufgetragen, die zwo6lf Bandefinebrten Molekulargewichts (2-
200kDa) ergab. Die Elektrophorese wurde nach Ansshin das Netzgerat fur 30 bis 35
min bei einer konstanten Spannung von 200 V undebwer Stromstarke von 0,25 A
durchgefuhrt. Am Ende des Laufes sollte die blafarp¢e Laufmittelfront am unteren
Ende des Geles zu erkennen sein.

Anschlieend wurden die getrennten Proteinbanderch nalem Prinzip des
Westernblottings auf die Oberflache einer Nitradekemembran transferiert (TOWBIN
et al., 1979). Hierzu wurden die Membranen undGkée im Sandwichverfahren zwischen
zwei horizontal angeordnete Elektroden gelegt. Blt-Sandwich bestand aus zwei
Schwammunterlagen, einem Filterpapier, einer Néllatbbsemembran, einem
Polyacrylamidgel, einem zweiten Filterpapier, ei@hwammunterlage, einem weiteren
Filterpapier, einer zweiten Membran, einem zweitgolyacrylamidgel, einem vierten
Filterpapier, und abschliel3end zwei Schwammuntenalach Schliel3en der Blotkammer
wurde sie mit NuPAGEM Transfer Buffer 1: 20 verdiinnt in A.dest. mit Metiolzusatz
aufgefillt. Die aul3ere Kammer wurde zur Kihlung re@ld des Blottings mit A.dest.
aufgefillt. Das Blotting wurde nach Anschluf3 an detzgerat fur eine Stunde bei einer
Spannung von 30 V und bei einer konstanten Strakestéion 0,34 A durchgefihrt.
Danach wurden die Membranen aus dem Sandwich-Bif¢rat und fur 5-10 min in der

Farbelésung Ponceau Rot inkubiert. Zur Entfarbuaeg Blembranhintergrundes wurden
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die Membranen fur weitere 5 min in 5%iger Essigedinkubiert. Die angefarbten,
aufgetrennten Proteinbanden wurden visuell ausdetveund das entsprechende

Molekulargewicht mit Hilfe des Proteinmarkers albojegzt.

3.29.3 Immundetektion

Zunéchst wurden die Bandenkonturen mit Bleistift rkieat, um eine spéatere
Identifizierung zu erleichtern. Die Nitrocellulosembranen wurden entsprechend der
eingesetzten Proben bei der Uberpriifung mit Retepren gedrittelt bzw. bei der
Uberprifung mit Gehirnextrakten halbiert. Mit deswgiligen Membrananteilen wurde
weiterhin getrennt verfahren. Durch eine zehnmggiti Inkubation der Membranen in
A.dest. wurden die Banden zunéchst entfarbt. Dibesetzten Bindungsstellen der
Nitrocellulosemembranen wurden in einer Petrischater Schwenken fur eine Stunde bei
Raumtemperatur (RT) mit 1% Casein/Tris Buffered irtgal(TBS) abgesattigt. Zur
Charakterisierung der im EIA verwendeten Fangekéarper wurden die Membranen nach
Abspulen mit A.dest. eine Stunde bei RT unter Sctker in einer Petrischale in dem zu
Uberprifenden Antiserum inkubiert, das typischeseel: 500 in TBS verdinnt wurde
(Tabelle 3.10). Anschliel3end wurden die MembranénAmlest. abgespult und zweimal
20 min unter Schwenken in Waschlésung gewascherauffan wurden sie eine Stunde
bei RT unter Schwenken in einer Petrischale mitsmechenden sekundaren,
enzymmarkierten  Antikdrpern  anti-Kaninchen/Schw@aiaf/Maus-1gG-Peroxidase-
Konjugat 1: 1.000 verdinnt in 1% Casein/TBS (TabeB.10) inkubiert. Nach
Wiederholung des Waschvorgangs erfolgte die Anidgbder GFAP- bzw. MBP-Banden
durch Uberschichten der Membranen mit Tetrametmygioine(TMB)losung fiir
Membranen (Sigma Aldrich GmbH) unter Sichtkontrdbis die Banden blau angefarbt
sichtbar wurden (5-10 min). Das Abstoppen der Faxbieklung erfolgte durch Abspulen

des Substrates mit A.dest..

Zur Charakterisierung der im EIA verwendeten Deteldantikbrper wurden die
Membranen nach der Absattigung eine Stunde bei RieruSchwenken in einer
Petrischale in der zu Uberprifenden Antikérper-EBm#§onjugatlosung inkubiert, die
typischerweise 1: 500 in 1% Casein/TBS verdunndeTabelle 3.10). Nach einem sich
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anschlieenden Waschvorgang erfolgte die AnfartaergBanden entsprechend der fir
Antikdrperlésungen beschriebenen Methode. Die Autsimg der Banden erfolgte visuell

anhand der getrockneten Membran.

Bei der Charakterisierung der im GFAP- bzw. MBP-Blé&rwendeten Antikdrper wurde
zunachst beurteilt, ob die Bande des entsprechehdemen Markerproteins angefarbt
wurde. Den Banden wurden anhand der Farbintensidt der Gro3e qualitativ funf
Intensitatsabstufungen zugeordnet: keine sichtBarede (-), schwach ((+)), gut sichtbar
(+), stark (++) und sehr stark (+++). Weiterhin derbericksichtigt, ob durch die
untersuchten Antikérper weitere Banden angefarbtient AuRerdem wurde die Reaktion
der Antikdrper mit bovinem und porcinem Markerpmotererglichen. War einzig die
Bande des bovinen Markerproteins angefarbt, wurde whtersuchte Antikorper als
rinderspezifisch (+) eingestuft. War die Farbung Hevinen Bande intensiver als die
Farbung der porcinen Bande, wurde der untersuchti&@per als bedingt spezifisch ((+))
eingestuft. War die Farbung der porcinen Bandensiter oder entsprechend der Farbung

der bovinen Bande, wurde der untersuchte Antikoatserinderunspezifisch (-) beurteilt.

3.294 Einsatz von bovinem und porcinem GFAP- bMBP-Reinprotein und

Gehirnextrakten im Western Blot

Zur Charakterisierung der im GFAP- bzw. im MBP-El&rwendeten Antikdrper erfolgte

der Markerproteinnachweis in Reinproteinldsungeierzti wurde die Probenvorbereitung
wie in 3.2.9.1 beschrieben durchgefihrt. In dery&wlylamidgelen wurden jeweils 2,5 ug
der Reinproteine bovines und porcines GFAP bzw. Mi8iwie BSA pro Geltasche

aufgetrennt. Zusatzlich wurde eine Molekulargevsadrkerproteinlésung pro Gel

aufgetragen. Nach dem Transfer der aufgetrennteateiRbanden konnten zur

Immundetektion aus jeder Nitrocellulosemembrant8rihit den Banden des bovinen und
des porcinen GFAPs bzw. MBPs sowie des BSAs gewomsgden. BSA diente bei der
Immundetektion als ZNS-Negativkontrollansatz. Zuha€kterisierung der Antikdrper

erfolgte der Markerproteinnachweis au3erdem in Bekirakten. Auch hierzu wurde die
Probenvorbereitung wie in 3.2.9.1 beschrieben dyefithrt.
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Tabelle 3.10: Ubersicht der eingesetzten Verdiinnungen zur Chenisierung der als
Fangerantikorper im EIA verwendeten Antiseren uma Detektionsantikbrper mittels
Western Blot.

Charakterisierung als Fangerantikdrper Charakterisierung

untersuchter Vedunnung entsprechender als
Antikorper Fangerantikorper Detektionsantikérper Detektionsantikorper
(in TBS) (in 1% Casein/TBS) (in 1% Casein/TBS)
anti-Schwein-1gG-
G1/G2 1: 500 Peroxidase-Konjugat 1: 250
1: 500
anti-Schaf-1gG-
G3/G4 1: 500 Peroxidase-Konjugat 1: 250
1: 500
G5 1: 1.000 1:1.000
G6/G7 1: 500 1: 500
P1/P2 1: 250 anti-Kaninchen-IgG- 1: 250
P3/P4 1: 250 Peroxidase-Konjugat 1: 250
M1 1: 250 1: 1.000 1: 250
M2 1: 350 1: 350
M3 1: 250 1: 250
anti-Maus-IgG-
MBP129 1: 250 Peroxidase-Konjugat n.u.
1: 500

n.u.: nicht untersucht

In den Polyacrylamidgelen wurden jeweils 50 pg desvinen und porcinen

Gehirnaquivalentes (enthalten in 10 pl des 1: 2@diwenten Gehirnextraktes) pro
Geltasche aufgetrennt. Zusatzlich wurden 2,5 pg lm®snen MBP-Reinproteins und
2,5 ug des bovinen GFAP-Reinproteins aufgetrenof.jddem Gel wurde aul3erdem eine
Molekulargewichtsmarkerproteinldsung und 2,5 pg Bft#getragen. Zur Immundetektion
konnten aus jeder erhaltenen Membran zwei Halfeamognen werden. Auf einer Halfte
diente BSA als ZNS-Negativkontrollansatz, auf derdexen die BSA-Bande der

Molekulargewichtsmarkerproteinlosung. Jeder Antigirwurde mindestens dreimal mit
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Reinprotein und mindestens zweimal mit Gehirnextiaiersucht. Die Auswertung der
Ergebnisse erfolgte entsprechend der in 3.2.9.8hbebenen Methode.

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener BEidresmittel auf den Western Blot
wurde Rindergehirnstandardhomogenisat analog 3.2.#hit A.dest, PBS, TBS,
1% SDS/A.dest., 0,1% SDS/A.dest., 1% SDS/PBS, 1% eemWAdest.,

0,1% Tween/A.dest. und 1% Tween/PBS aufbereitet.m Zwergleich wurde

Schweinegehirnstandardhomogenisat mit 1% SDS/A.@estahiert. Der Extrakt wurde
im Immunoblot mit Antiserum M2 bzw. P3 1. 2 in Adle verdinnt eingesetzt.
Extraktionsmittel, die in sichtbaren Markerproteanben resultierten, wurden als
grundsatzlich geeignet (+) beurteilt. Extraktiontedj die keine Markerproteinbanden

lieferten, wurden als ungeeignet (-) beurteilt.

3.2.9.5 Sensitivitat der durchgefiihrten Westewt Blethode

Zur Uberprufung der Sensitivitat der durchgefiihiéestern Blot Methode der Invitrogen
GmbH wurde in einem Polyacrylamidgel BSA in Konzahbnen von 0,023 pug/Geltasche
bis 3 pg/Geltasche elektrophoretisch aufgetrenntf, @ne Nitrocellulosemembran

transferiert und angefarbt. Die Nachweisgrenze wuals die Konzentration der letzten

noch schwach sichtbaren Bande festgelegt.

Zur weiteren Uberpriifung der Sensitivitat wurdesinem Polyacrylamidgel bovines MBP
in Konzentrationen von 0,039 upg/Geltasche bis 5Ggljasche aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert und mit AntigaruM2 und entsprechendem
Detektionsantikorper immundetektiert. Nach abgessddner Farbreaktion wurde die
Nachweisgrenze als die Konzentration der letztekwhnechwach sichtbaren Bande

bestimmt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse fur einen GFAP-Sandwich-Enzymimmuietst
4.1.1 Herstellung der Immunreagenzien

41.1.1 Gewinnung spezifischer Antiseren und Imisiarungsverlauf

In den Seren der mit bGFAP-Peptid 1 immunisierteierel konnten ab der 3.
Immunisierungswoche spezifische Antikbrper nachgsem werden. Die erste
Restimulierung in der 11. Immunisierungswoche féihbiei Kaninchen P1 zu einem
kurzzeitigen Titeranstieg. Weitere Restimulierunpergegen beeinflussten den Serumtiter
nicht. Bei Kaninchen P2 fihrte nur die dritte Reslierung in der 31.
Immunisierungswoche zu einem Titeranstieg. Insgésdratrachtet war die im
Immunisierungsverlauf erreichte Serumtiterhohe dweidaninchen als sehr gering
einzustufen (Abbildung 4.1). In den Seren der n@FBP-Peptid 2 immunisierten Tiere
konnten ab der 2. Immunisierungswoche spezifischék8rper nachgewiesen werden.
Die erste und zweite Restimulierung (1. bzw. 2. bmimierungswoche) beeinflusste den
Serumtiter von Kaninchen P3 nur geringflugig. Dieittelr Restimulierung (3.
Immunisierungswoche) hingegen fuhrte zu einem leitigen Titeranstieg. Bei Kaninchen
P4 fuhrte die erste und dritte Restimulierung zoeei deutlichen Titeranstieg. Die
relativen Titer der Antiseren der Tiere P3 und Bdeh deutlich Uber denjenigen der
Immunisierung gegen bGFAP-Peptid 1 (Abbildung 4B¥i. vergleichender Titration unter
Verwendung von bovinem und porcinem GFAP als Festphantigen zeigte sich, dass flr
alle Tiere eine ausgepragte Reaktivitat mit pGFAflag. Die anti-bGFAP-Peptid 1-
Antiseren der Tiere P1 und P2 reagierten starkeb@FAP. Bei den anti-bGFAP-Peptid
2-Antiseren der Tiere P3 und P4 waren die erreiciMesswerte fir pGFAP bei einer
Proteinbeschichtung von jeweils 1 pg/ml mit bGFA#Pgleichbar (Abbildung 4.3).

Die UV-Spektren der zur Immunisierung der Kanincheimgesetzten Peptid-KLH-
Konjugate konnten nicht von der Absorption des €ragpteins im Bereich von 190-
240 nm mit Maxima bei ca. 205 nm bestimmt werden, die Peptide zwar ein
Ubereinstimmendes Absorptionsmaximum jedoch keiditi@ds Absorptionsverhalten
aufwiesen. Eine exakte Quantifizierung des gebuendteptids war somit nicht mdglich.
Wird von einer vollstandigen Kopplung ausgegangergeben sich Kopplungsraten

(Molekul Peptid pro Molekil Tragerprotein) von da000: 1.
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Abbildung 4.1: Antiserumtiter der mit bGFAP-Peptid 1 immunisiertéaninchen P1 und
P2. Die Titerbestimmung erfolgte unter Verwenduran \bGFAP-Komplettprotein als
Festphasenantigen (1 pg/ml). Die Pfeile kennzeichndie Zeitpunkte der

Restimulierungen.
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Abbildung 4.2: Antiserumtiter der mit bGFAP-Peptid 2 immunisiertéaninchen P3 und
P4. Die Titerbestimmung erfolgte unter Verwenduran \bGFAP-Komplettprotein als
Festphasenantigen (1 pg/ml). Die Pfeile kennzerchndie Zeitpunkte der

Restimulierungen.
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Abbildung 4.3: Vergleich der Messwerte in der TiterbestimmungrdaéroGFAP-Peptid 1
(P1, P2) bzw. bGFAP-Peptid 2 (P3, P4) immunisiert€éaninchen (eingesetzte
Verdunnung der Antiseren jeweils 1: 100) bei Verdwmg von bGFAP bzw. pGFAP als
Festphasenantigen im indirekten Enzymimmuntest. Bieren aller Tiere zeigten
Reaktivitat mit bovinem und porcinem Protein.

41.1.2 Aufbereitung der Antiseren und Herstellumgn Antikdrper-Enzym-

Konjugaten

Zunachst wurden Antiseren solcher Wochen geféalit, denen ein relativ hoher
Antikorpertiter nachgewiesen werden konnte. Im Ramrdessen wurden von Kaninchen
P1 und P2 die Antiseren der 9. Immunisierungswagitevon Kaninchen P3 und P4 die
Antiseren der 11. Immunisierungswoche gefallt. NacBeendigung der
Immunisierungphase wurden Antiseren der verschexleRkbnahmen, die vergleichbar
hohe spezifische Serumtiter aufwiesen gepoolt umsdldiel3end gefallt. Fir Kaninchen P1
und P2 wurde jeweils ein Antiserumpool aus den gemén der 5. bis 17. Woche und ein
Antiserumpool aus den Antiseren der 5. bis 41. \@agebildet. Fir Kaninchen P3 und P4
wurde ein Antiserumpool aus den Antiseren der  28. Woche gebildet. Fir Kaninchen
P4 wurde ein zusatzlicher Antiserumpool aus dens&rgn der 2. bis 11. Woche gebildet.
Tabelle 4.1 zeigt beispielhaft einige Ergebnissespektrophotometrisch bestimmten IgG-
Rohfraktiongehalte.
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Die Herstellung von Antikdrper-Enzym-Konjugaten adiesen Antiseren ergab relativ
unbefriedigende Ergebnisse hinsichtlich der spscien Aktivitdt. Die zur Verfligung
gestellten  Antikorper-Enzym-Konjugate aus anti-GHA®Mplettprotein-Antiseren
(LUX, 2009) hingegen ergaben im modifizierten SamtMEnzymimmuntest hohe
Extinktionen nach Verwendung antigenhaltiger Prolsmawie niedrige Extinktionen
(<0,04 Extinktionseinheiten) nach Einsatz antigeieir Proben. Tabelle 4.1 zeigt eine

Aufstellung aller hergestellten Konjugate.



4. ERGEBNISSE 83

Tabelle 4.1: Ubersicht der hergestellten Antikorper-Enzym-Kaygte fur den Einsatz im
Sandwich-Enzymimmuntest zum Nachweis von bGFAP.

geféllte Woche nach —IgG- _ verwendete durchschnittliche
Antiseren Grund- Gehalt Konjugat Fraktionen nach Reinheitszahl
immunisierung (mg/ml) Gelchromatographie
Gl 5. 4,7
9. 7,7 X 25 + 26 0,38
G2 5. 7,3
9. 9,3 X 25 + 26 0,35
G3 11. 12 X 25 - 27 0,28
G4 11. 10,6 X 25 - 27 0,37
G5 40. 8,5
20.-50. 8,2 X 22 -25 0,42
G6 20. 7,5 X 25 -28 0,54
G7 40. 6,7 X 26 - 29 0,41
P1 9. 5,22
6,4 X 22-24 0,45
5.-17. 51
5.-41. 7,7
P2 9. 6,27 X 25 + 26 0,36
10,52 X 23 - 26 0,33
5.-17. 8,32
5.-41. 12,86
P3 11. 5,6 X 24 - 27 0,44
5,4
2.-23. 5,8
P4 11. 7,06 X 23+ 24 0,65
X 25 + 26 0,44
X 25 + 26 0,4
4,2 X 23 0,63
2.-11. 6,0
2.-23. 4,0

X : Herstellung von Antikdrper-Enzym-Konjugat ausspnechendem Antiserum
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4.1.2 Erstellung boviner und porciner GFAP-Reitpiristandardkurven in den
Testsystemen

Die anti-bGFAP-Peptid-Antiseren der Tiere P1-4 vamrdils Fangerantikbrper zusammen
mit enzymmarkierten anti-bGFAP-Vollprotein-Antisereder Tiere G1-7 in einem
Sandwich-Enzymimmuntest integriert. Aufgrund der befniedigenden Ergebnisse
hinsichtlich der spezifischen Aktivitat der Antikiar-Enzym-Konjugate aus anti-bGFAP-
Peptid-Antiseren wurden Testsysteme mit enzymmeekieanti-oGFAP-Peptid-Antiseren
als Detektionsantikorper nicht weiter verfolgt. Zehst wurde fir jede der tbrigen 28
maoglichen Kombinationen eine geeignete Konzentnatier Reagenzien ermittelt (Tabelle
4.2). Anderungen im Konzentrationsbereich der jégai Immunreagenzien beeinflussten
die Testsysteme erheblich. Die Variation der Koajlugnzentration wies einen héheren
Einfluss als die Variation der Beschichtungskonmgimn auf. Optimale
Konzentrationsbedingungen wurden in den Testsystemebei einer
Beschichtungskonzentration von 1: 1.000 (P1, P2y.bk 4.000 (P3, P4) und einer
Konjugatkonzentration von 1: 500 bzw. 1: 1.000 (&%P) erreicht.

Durch den Einsatz von boviner und porciner GFAPARsiteinlésung in die Testsysteme
konnten vergleichende Reinproteinstandardkurverneldérsverden. Besonders geeignet
erwies sich hierbei das Antikdrper-Enzym-Konjugas a&aninchenantiserum G5 (G5-
HRP). Fir GFAP-Reinprotein wurde in Enzymimmuntestster Verwendung der
Antiseren sowohl gegen bGFAP-Peptid 1 (KaninchenAtbildung 4.4, Kaninchen P2:
Abbildung 4.5) als auch gegen bGFAP-Peptid 2 (Ketmém P3: Abbildung 4.6, Kaninchen
P4: Abbildung 4.7) in Kombination mit Detektions&dtper G5-HRP nur eine minimale
Kreuzreaktivitat mit porcinem GFAP-Reinproteinstardl festgestellt. Im Vergleich zur
Reaktivitat von bovinem GFAP ergab porcines GFA$ er 30fach bis 100fach héheren
Konzentrationen ein entsprechend hohes Messsifred. bedeutet, dass in Bezug auf
porcines GFAP als Proteinstandard keine relevamsuzfeaktivitdt mehr gegeben war.
Bei der Verwendung der unterschiedlichen Fangedmger mit Detektionsantikérper
G5-HRP ergaben sich nur geringe Unterschiede Hitisic der Testspezifitdt und der
Farbentwicklung des Negativkontrollansatzes (Homendfarbung). Hinsichtlich der
Testsensitivitdt ergaben sich keine Unterschiedeschen den einzelnen Testsystemen.
Zur Beurteilung der Spezifitat der einzelnen Testesyne wurde die Spezifitatskennzahl 1

herangezogen (Tabelle 4.3). Ergaben sich SpezK#anzahlen >1 bedeutet dies, dass
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bGFAP mit einem hoheren Messsignal als pGFAP  etkanwurde.
Spezifitatskennzahlegl bedeuten, dass pGFAP in einem gleich hohen odkeran
Messsignal wie bGFAP resultierte. Bei einer GFARE@ntration von 1.000 ng/ml erwies
sich vor allem die Beschichtung mit Fangerantikérip8 als geeignet, was sich in einer
Spezifitatskennzahl 1 von 6,5 ausdrtckt, wohingdganeiner GFAP-Konzentration von
111,1 ng/ml sich vor allem P4 als FangerantikOrgégnete, was sich in einer
Spezifitatskennzahl 1 von 4,4 ausdrickt. Bei Verary von P2 als Fangerantikérper
konnte eine durchschnittliche Hintergrundfarbungn voa. 0,05 Extinktionseinheiten
beobachtet werden, wahrend fir die Ubrigen Fangkéaper die Hintergrundfarbung
deutlich geringer ausfiel (0,02-0,03 Extinktiongegiten). In allen Testsystemen mit
Detektionsantikorper G5-HRP lag die Nachweisgrebee einem bGFAP-Gehalt von
37 ng/ml. Testsysteme mit weiteren AntikOrper-Enzi¥onjugaten erwiesen sich im
Vergleich zu Detektionsantikbrper G5-HRP hinsidftli inrer Testspezifitdt und

Testsensitivitat als unterlegen.

Tabelle 4.2: Ubersicht der ermittelten optimalen Konzentratiomer Immunreagenzien
im Sandwich-Enzymimmuntest zum Nachweis von bGFAP.

Verwendung als Antiserum ermittelte optimale Venaliimg

Fangerantikorper P1 1:1.000
P2 1: 1.000
P3 1: 4.000
P4 1: 4.000

Detektionsantikorper Gl 1: 500

G2 1: 500
G3 1: 500
G4 1: 500
G5 1: 1.000
G6 1: 500

G7 1: 500
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Abbildung 4.4: Standardkurven fur bGFAP- und pGFAP-Reinproteumhds im
Sandwich-Enzymimmuntest unter Verwendung von AntiseP1 (anti-oGFAP-Peptid 1)
als Fangerantikbrper und Antikérper-Enzym-Konjug&bs-HRP (anti-bGFAP) als
Detektionsantikorper. Im Vergleich zur Reaktiviadn bGFAP ergab pGFAP erst in
30fach hoheren Konzentrationen ein entsprechendshiglesssignal.
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Abbildung 4.5: Standardkurven fur bGFAP- und pGFAP-Reinproteunhds im
Sandwich-Enzymimmuntest unter Verwendung von AntiseP2 (anti-oGFAP-Peptid 1)
als Fangerantikbrper und Antikérper-Enzym-Konjug&bs-HRP (anti-bGFAP) als
Detektionsantikorper. Im Vergleich zur Reaktiviadn bGFAP ergab pGFAP erst in
100fach héheren Konzentrationen ein entsprechehdshilesssignal.
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Abbildung 4.6: Standardkurven fur bGFAP- und pGFAP-Reinproteunhds im
Sandwich-Enzymimmuntest unter Verwendung von AntiseP3 (anti-oGFAP-Peptid 2)
als Fangerantikbrper und Antikérper-Enzym-Konjug&b5-HRP (anti-bGFAP) als
Detektionsantikorper. Im Vergleich zur Reaktividn bGFAP ergab pGFAP erst in
100fach héheren Konzentrationen ein entsprechehdshilesssignal.

——bGFAP —8—pGFAP

N
(3]
|

N
|

=
(3]
|

=
1

o
(3]
|

Messwert (Extinktion bei 450 nm)

o
R

N - T T 1
14 4,1 12,3 37 111,24 333,3 1000 3000

GFAP-Konzentration (ng/ml)

o

Abbildung 4.7: Standardkurven fur bGFAP- und pGFAP-Reinprotemhds im
Sandwich-Enzymimmuntest unter Verwendung von AntiseP4 (anti-oGFAP-Peptid 2)
als Fangerantikbrper und Antikérper-Enzym-Konjug&5-HRP (anti-bGFAP) als
Detektionsantikorper. Im Vergleich zur Reaktividdn bGFAP ergab pGFAP erst in
30fach hoheren Konzentrationen ein entsprechendshilesssignal.
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Tabelle 4.3: Spezifitatskennzahl 1* fir den Nachweis von bGFi Verhéltnis zu
pGFAP, ermittelt bei einer Konzentration von 11udd 1.000 ng/ml. Die hdéchsten
Spezifitatskennzahlen fur die jeweiligen Fangetamper im Fettdruck.

Beschichtung GFAP- Spezifitatskennzahl 1 unter Verwendung von
mit Konzentration Detektionsantikorper aus Antiserum
Fangerantikorper  (ng/ml) Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
1 1.000 2,1 1,7 1,7 2,1 64 3,6 3,3

1111 0,7 0,8 1,1 1,2 36 11 1,5
P> 1.000 1,6 1,3 1 19 49 1,4 3,1
1111 1 1 1 11 28 11 2
b3 1.000 2,6 0,3 1,3 21 6,5 6,2 3,5
1111 1,3 0,8 11 09 24 11 11
o4 1.000 2,7 1,2 1,3 26 58 3 3
1111 0,9 0,8 1 1 44 1,1 1,6

*Spezifitditskennzahl 1 = Verhaltnis der Extinktion@ei 450 nm) von bGFAP zu pGFAP

4.1.3 Untersuchung von bovinem und porcinem Gehirnextrakt den

Testsystemen

Durch den Einsatz von bovinem und porcinem Gehiragk in die Testsysteme konnten
vergleichende Gehirnstandardextraktkurven ersteditden. Auch hierbei erwies sich das
HRP-Konjugat des Kaninchenantiserums G5 als bessmgieeignet. Die Untersuchung
von Gehirnextrakten von Rind und Schwein zeigte dille Enzymimmuntests unter
Verwendung der Antiseren sowohl gegen bGFAP-Pédptidaninchen P1: Abbildung 4.8,
Kaninchen P2: Abbildung 4.9) als auch gegen bGFAptR 2 (Kaninchen P3: Abbildung
4.10, Kaninchen P4: Abbildung 4.11) in Kombinatimit Detektionsantikorper G5-HRP
eine deutlich geringere Reaktivitat mit porcinem h&e Im Testsystem mit
Fangerantikorper P3 lag zum Beispiel der maximamnegsene Extinktionswert flr
konzentrierten porcinen Gehirnextrakt bei nur OyshEiten, gegenuber 2,1 Einheiten fur
bovinen Gehirnextrakt. Gehirnextrakte vom Schweitihrfen erst in  hohen

Konzentrationen (100 pug Gehirndquivalent/ml Exfrakt einem positiven Ergebnis. Die
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erforderliche Schweinegehirnkonzentration im Extrakm Erreichen entsprechend hoher
Messwerte lag rund 30fach hoher als fur RindergehDies geben auch die zur
Beurteilung der Spezifitat herangezogenen Spetki&innzahlen 2 wieder (Tabelle 4.4).
Bei der Verwendung der unterschiedlichen bGFAP{Bdgingerantikdrper in
Kombination mit Detektionsantikorper G5-HRP ergabsich geringe Unterschiede
hinsichtlich der Testspezifitat. Besonders geeigemeties sich in dieser Hinsicht eine
Beschichtung mit Fangerantikérper P3. Diese Tatsakkhickt sich unter anderem in einer
Spezifitatskennzahl 2 von 4,0 (Gehirnextraktkonmgidn von 2.000 pg/ml) bzw. 3,1
(Gehirnextraktkonzentration von 222,2 pug/ml) ausmskthtlich der Testsensitivitat und
der Farbentwicklung des Negativkontrollansatzesaleeg sich keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Testsystemen unter Verwgndwn Detektionsantikbrper
G5-HRP. Die Extinktionen der Negativkontrollansatagen insgesamt betrachtet sehr
niedrig (typischerweise <0,02 Extinktionseinheiteryvobei zudem sehr geringe
Standardabweichungen vorlagen. Fur porcines Gehgab sich eine Nachweisgrenze von
ca. 100 pug/ml, gegentuber 25 pg/ml fir Rindergelina&t. Somit waren die Unterschiede
zwischen den Antiseren gegen bGFAP-Peptide hidgbhtihrer Eigenschaften im

Sandwich-Enzymimmuntest generell nur recht gering.

Auch bei der Untersuchung der Gehirnextrakte intShssemen mit weiteren Antikorper-
Enzym-Konjugaten erwiesen sich diese im VergleiohDetektionsantikérper G5-HRP
hinsichtlich ihrer Testspezifitat und Testsensiivials unterlegen. Zwar wiesen die beiden
Testsysteme mit Antiserum P3 und P4 als Fangedaptk mit Detektionsantikdrper G1-
HRP eine verbesserte Spezifitdt auf, jedoch waerdé&ignung aufgrund einer deutlich
herabgesetzten Testsensitivitat (Nachweisgrenze voa. 1.000 pg/ml  fir
Rindergehirnextrakt) und einer erhohten Hintergfarisling

(ca. 0,07 Extinktionseinheiten) unzureichend.
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Abbildung 4.8: Rinder- und Schweinegehirnstandardextraktkurve ®andwich-

Enzymimmuntest unter Verwendung von Antiserum Phti@GFAP-Peptid 1) als
Fangerantikorper und G5-HRP (anti-bGFAP) als Datekantikorper. Die x-Achse zeigt
den Gehalt an ,Gehirndquivalent® je ml Extrakt. D8tandard mit der héchsten
Konzentration (2.000 pg Gehirnaquivalent/ml) entdpr einem 1: 50 verdinnten
Gehirnextrakt (Gesamtprobenfaktor: 500).
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Abbildung 4.9: Rinder- und Schweinegehirnstandardextraktkurve ®andwich-
Enzymimmuntest unter Verwendung von Antiserum PAti{@GFAP-Peptid 1) als
Fangerantikorper und G5-HRP (anti-bGFAP) als Dé&ekantikorper.
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Abbildung 4.10: Rinder- und Schweinegehirnstandardextraktkurve 8andwich-
Enzymimmuntest unter Verwendung von Antiserum PA&ti@GFAP-Peptid 2) als
Fangerantikorper und G5-HRP (anti-bGFAP) als Daekantikorper.
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Abbildung 4.11: Rinder- und Schweinegehirnstandardextraktkurve 8andwich-
Enzymimmuntest unter Verwendung von Antiserum Pati@GFAP-Peptid 2) als
Fangerantikorper und G5-HRP (anti-bGFAP) als Dé&ekantikorper.
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Tabelle 4.4: Spezifitatskennzahl 2* fir den Nachweis von GFAFRiIndergehirnextrakt
im Verhaltnis zu Schweinegehirnextrakt, ermittedi leiner Gehirnextraktkonzentration
von 222,2 und 2.000 ug Gehirndquivalent/ml Extr@ke hochsten Spezifitatskennzahlen
fur die jeweiligen Fangerantikorper im Fettdruck.

Beschichtung Gehirnextrakt- Spezifitatskennzahl 2 unter Verwendung von
mit konzentration Detektionsantikorper aus Antiserum
Fangerantikérper  (ug/ml) G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
o1 2.000 2 1,2 1,2 1,1 3,8 2,3 2,4

222,2 15 1,2 1,1 11 238 1,8 1,4
- 2.000 1,9 1,2 1,2 1,3 3,7 2,2 2,3
222,2 1,4 1 1,1 1,1 26 1,8 1,4
b3 2.000 6,2 2 15 1,7 4 3 3,1
222,2 2,6 1,5 1,1 1,8 31 2 1,8
o4 2.000 4 2 15 1,7 3,2 2,4 3
222,2 1,7 1,7 1,2 12 25 1,7 1,8

*Spezifitditskennzahl 2 = Verhéltnis der Extinktionéei 450 nm) von bovinem zu porcinem
Gehirnextrakt

4.1.4 Optimale Kombination der Immunreagenzien

In einer Kombination der Antiseren gegen bGFAP-Bleptals Fangerantikdrper mit
enzymmarkierten Antiseren gegen bGFAP-Vollproteils @etektionsantikbrper im
Sandwich-Enzymimmuntest konnte eine enorme Spétafteigerung im Vergleich zu
Testsystemen, die auf der alleinigen Verwendung arainbGFAP-Vollprotein-Antiseren
und —Konjugaten beruhen (LUX, 2009), erreicht ward@esonders geeignet erwies sich
hierbei eine Kombination mit dem HRP-Konjugat desnkchenantiserums Gb5.
Testsysteme mit den ubrigen Detektionsantikdrpeurden aufgrund ihrer limitierten
Testspezifitat und Testsensitivitat fur bovines &FAn Reinproteinlésungen und in
Extrakten von Rindergehirn nicht weiter verfolgtieDUnterschiede zwischen den
verschiedenen anti-bGFAP-Peptid-Antiseren hingihtl ihrer Eigenschaften im

Sandwich-Enzymimmuntest waren generell nur rechihge
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4.1.5 Vergleich des GFAP-Gehaltes in Gehirn undkiedmark

Hinsichtlich der GFAP-Konzentrationsunterschiede@ahirn und Ruckenmark ergaben
sich im Vergleich zum Testsystem G1/G5-HRP (LUX,02D wesentlich geringere
Messsignalunterschiede fur Rinder-ZNS (% Reaktiwgiéicher Gehalte Riuckenmark in
Relation zu Gehirn), wobei auch Unterschiede fiégr Testsysteme unter Verwendung der
Antiseren P1 (148%), P2 (170%), P3 (116%) und P@6%d) festgestellt wurden
(Abbildung 4.12; Abbildung 4.13). Fur Gehirn unddR&nmark vom Schwein waren diese
Gewebeunterschiede jedoch wesentlich deutlichehrévd reines Gehirn vom Schwein
zu Messsignalstarken von 21-27% aquivalenter Kamaeonen bovinen Gehirns fuhrte,
ergaben Extrakte von reinem Schweinertiickenmark igiesie zwischen 94% und 107%
relativ zu Rindergehirn. Somit wirde eine alleini@ntamination eines Probenmaterials
mit reinem RiUckenmark vom Schwein zu falsch-positivErgebnissen im Sinne des
Nachweises von bovinem ZNS fihren. Aufgrund der egelh hoheren GFAP-
Konzentration im Rickenmark im Vergleich zum Gehivar eine Quantifizierung des
ZNS-Gehaltes mit Hilfe des Markerproteins GFAP pipiell nur sehr eingeschrankt
maglich.
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Abbildung 4.12: Vergleich der Reaktivitdt von verdinnten Gehirn-ndu
Ruckenmarkextrakten von Rind und Schwein im SanichEozymimmuntest P2/G5-HRP.
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Abbildung 4.13: Vergleich der relativen Signalstarken (Gehirn Rintl00%) fiir Extrakte
von Gehirn und Rickenmark der Tierarten Rind bzehvwi&in (Konzentration jeweils
2.000 pg ZNS-Material/ml Extrakt) im Testsystemarmyerwendung des Antiserums von
Kaninchen P2 (anti-bGFAP-Peptid 1) in Kombinatioit Betektionsantikrper G5-HRP
(anti-bGFAP).

4.1.6 Untersuchung kinstlich kontaminierter, roher Probaterialien

In den Testsystemen auf der Basis von anti-bGFARRAnNtiseren ergaben sich fur
ZNS-freies  Hackfleisch generell sehr niedrige Bgionswerte um 0,03
Extinktionseinheiten. Aufgrund der hohen Testenglifohkeit war es moglich, zur
Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse eine Siokigsipanne einzubauen. Daher wurde
ein Extinktionswert von 0,1 Extinktionseinheitens ajcut-off* Wert und damit als
Nachweisgrenze festgelegt. Hieraus ergab sich Biaehweisgrenze fur Zusatze von
Rindergehirn von 0,5%. Fur Zusatze von Schweingelvuirde der ,cut-off* Wert erst bei
4-8fach hoheren Konzentrationen (2-4%) tiberschritédbildung 4.14). Zur Uberprifung
der Nachweisgrenze wurde fur jede Testdurchfiihrdeg jeweiligen Testsystems ein
Quotient aus den Messwerten von 0,5% Rindergehsatzu und ZNS-
Negativkontrollansatz gebildet (Abbildung 4.15).nExusatz von 0,5% Rindergehirn
resultierte  dabei  durchschnittich im  2,5fachen ®est des  ZNS-
Negativkontrollansatzes. Verglichen mit dem Tes&ysfur GFAP unter Verwendung von
Antikdrpern gegen das Vollprotein (G1/G5-HRP) undhesondere verglichen mit einem
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kommerziellen Enzymimmuntest (Ridascreen Risk Maljerwurde eine wesentliche
Spezifitatserhnbhung erreicht. Beispielsweise ergabSchweinegehirnzusatz von 2% ein
Messsignal entsprechend 0,3-0,4% Rindergehirn, ssellein  achtprozentiger
Schweinegehirnzusatz ergab nur ein relatives Mgsakikleiner 1% Rindergehirn.
Allerdings resultierten hohere Gehalte an porcir&is-Material immer noch in einem
schwach positiven Ergebnis. Hinsichtlich der ereftiéh Spezifitatskennzahl 3 eignete sich
vor allem das Testsystem P3/G5-HRP, das bei eir@dnp@zentigen Rindergehirnzusatz
eine Spezifitdtskennzahl von 3,6 ergab (Tabelle).4Bei einem einprozentigen
Rindergehirnzusatz war die Spezifitat der einzelnegstsysteme gleichwertig. Die
Wiederfindungsraten bei den mit Rindergehirn kiicistkontaminierten Probenmaterialien
variierten in Abhangigkeit der Kontaminationsstuféiabelle 4.5). Die hdchsten
Wiederfindungsraten traten bei Untersuchung dedrigsten Kontaminationsstufe auf. Fir
die mit Rindergehirn kontaminierten Proben ergal sinter diesen Bedingungen z.B. im
Testsystem P3/G5-HRP eine durchschnittliche Wigeadwhgsrate von 117% fur
achtprozentigen Rindergehirnzusatz, wobei die maenWiederfindungsrate 66% und die

maximale Wiederfindungsrate 175% betrug.

B Rind = Schwein —— cyt-off
1,2

0,8 | -
0,6 | -
04

0,2

Messwert (Extinktion bei 450 nm)

0 o1 02 03 04 05 0,75 1 2 4 8
Zusatz Gehirn (%)

Abbildung 4.14: Beispiel fur die Nachweisbarkeit von Zusatzen hewi bzw. porcinen
Gehirns in Hackfleisch (Schweine-/Rinderhackfleidcil gemischt) im Testsystem unter
Verwendung von Antikérpern gegen bGFAP-Peptid 2@33HRP). Die Extrakte wurden
1: 50 verdunnt eingesetzt (Gesamtprobenfaktor 5D@. Nachweisgrenzen (,cut-off*
Wert 0,1 Extinktionseinheiten) fiir Zusatze von b@m Gehirn bzw. porcinem Gehirn
lagen bei 0,5% bzw. bei 2-4%.
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Abbildung 4.15: Zur Uberprifung der Nachweisgrenze wurde fiir désvejiligen
Testsysteme der Quotient aus dem Messwert (Extimktboei 450 nm) von 0,5%
Rindergehirnzusatz und dem Messwert des ZNS-Ndgativollansatzes gebildet. 0,5%
Rindergehirnzusatz resultierte im hier beispiellkaitgestellten Testsystem P4/G5-HRP im
durchschnittlich 2,5fachen Messwert des ZNS-Negattrollansatzes.

Tabelle 4.5: Spezifitatskennzahl 3* und Wiederfindungsraten kientaminierten rohen
Probenmaterialien in den GFAP-Sandwich-Enzymimmaiatén Abhangigkeit von den
Kontaminationsstufen 1% und 8% Rindergehirn.

Ermittlung unter Verwendung von Detektionsantikar@®-HRP

) Anteil . Wiederfindungsrate
Fanger- ) Spezifitats- )
o Rinder- (%) Nachweis-
antikorper . kennzahl 3
gehirn (n=19) grenze
(n=24) :
MW +SD min. max.
o1 8% 2,7 125 50 62 255
1% 15 327 180 93 722
- 8% 2,8 150 73 67 317
1% 15 346 217 97 754 0,5%
- 8% 3,6 117 40 66 175 Rindergehirn
1% 15 364 259 75 807
o4 8% 2,5 115 42 64 189
1% 15 231 122 103 480

min.. minimale;max: maximale,MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung

*Spezifitditskennzahl 3 = Verhdaltnis der Extinktionébei 450 nm) von mit bovinem Gehirn
kontaminiertem Probenmaterial zu mit porcinem Gekontaminiertem Probenmaterial
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4.1.7 Untersuchung kinstlich kontaminierter, erhitztesti@nmaterialien

Far kanstlich mit Gehirn kontaminierte Konservenrdeirelativ zu nicht erhitztem Gehirn
ein schwacheres Messsignal erhalten, wobei das digess mit zunehmendem
Erhitzungsgrad schwacher wurde (Abbildung 4.16alsgenommen bei Verwendung des
Fangerantikorpers P1 ergaben mit 1% Rindergehirmtakoinierte Kessel- und
Dreiviertelkonserven ein deutlich positives Sigridder dem ,cut-off* Wert von 0,1
Extinktionseinheiten.  Aufgrund  der  Messsignaluntbisde  zwischen  den
Konzentrationsstufen 0,1% und 1% wurde die Nachyversze fur diese Probenmaterialien
auf ca. 0,5% Gehirnzusatz abgeschatzt (Abbilduagh). Kesselkonserven mit Zusatzen
von Schweinegehirn ergaben dagegen erst ab Zus@reoca. 4% ein schwach positives
Signal. Damit wurde entsprechend der Untersuchwargkdnstlich kontaminierten rohen
Probenmaterialien fur Zuséatze von Schweinegehirn,dd-off* Wert erst bei rund 8fach
hoéheren Konzentrationen uberschritten. Die Nachgverze fir mit Rindergehirn
kontaminierte Vollkonserven lag im Konzentrationsgieh von 1-1,5%. Unter
Verwendung von Antiserum P1l als Fangerantikdrpey flar alle mit Rindergehirn
kontaminierten Konserven die Nachweisgrenze bei Pindergehirnzusatz. Die
Wiederfindungsraten bei den mit Rindergehirn kiicistkontaminierten Probenmaterialien
variierten in Abhangigkeit der Kontaminationsstuféiabelle 4.6). Die hdchsten
Wiederfindungsraten traten bei Untersuchung deairigeten Kontaminationsstufe auf. Im
Testsystem P3/G5-HRP ergab sich fir einen achtptigem Rindergehirnzusatz in
Kesselkonserven eine  durchschnittiche  Wiederfigguate von  72%, in
Dreiviertelkonserven von 68% und in Vollkonservesnv43%, wahrend sich fir einen
einprozentigen Rindergehirnzusatz eine durchsdich#t Wiederfindungsrate in
Kesselkonserven von 148%, in Dreiviertelkonserven £20% und in Vollkonserven von
100% ergab. Fur Kesselkonserven betrug die minimMakderfindungsrate 49% und die
maximale Wiederfindungsrate 175%. Fur Dreiviertel@rven betrug die minimale 49%
und die maximale Wiederfindungsrate 155%. Fur Moilserven betrug die minimale
Wiederfindungsrate 33%, wahrend die maximale Wigddungsrate 105% betrug. Fur die
in jedem Testsystem mitgefuhrte Positivkontrolléo(Rindergehirn in Hackfleisch) ergab
sich in Abhangigkeit vom verwendeten Fangerantikbrpeine durchschnittliche
Wiederfindungsrate von 136% (P1/G5-HRP), 126% (B2ARP), 150% (P3/G5-HRP)
bzw. 91% (P4/G5-HRP). Die minimale Wiederfindungsraetrug 78% (P4/G5-HRP),
wéahrend die maximale Wiederfindungsrate 191% (P3ARP) betrug.
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Abbildung 4.16a: Beispiel fur die Nachweisbarkeit von GFAP in Kornsar unter
Verwendung des Enzymimmuntests fir GFAP bei Emsain anti-oGFAP-Peptid 2-
Antiserum P3 als Fangerantikérper mit Detektiongénper G5-HRP.
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Abbildung 4.16b: Ausschnittsvergrof3erung aus Abbildung 1.16a zud¥etlichung der

Nachweisgrenze fur GFAP in Konserven. Wahrend esaZz von Rindergehirn in Kessel-
und Dreiviertelkonserven in der Regel bereits abaBen von ca. 0,5% nachweisbar war,
ergab ein Zusatz von Schweinegehirn in Kesselkoegeerst ab Gehalten von ca. 4% ein

positives Ergebnis.
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Tabelle 4.6: Wiederfindungsraten der kontaminierten erhitzteobBnmaterialien in den
GFAP-Sandwich-Enzymimmuntests in Abhangigkeit van &ontaminationsstufen 1%
und 8% Rindergehirn.

Fanger- Anteil Mittelwert der Wiederfindungsrate (%) (n = 3)
antikdrper Rindergehirn  Vollkonserve Ys-Konserve Kesselkonserve
8% 37 65 69
P1
1% n.a. n.a. n.a.
8% 33 56 65
P2
1% 90 116 150
8% 43 68 72
P3
1% 100 120 148
8% 37 46 51
P4
1% 77 66 92

n.a: nicht auswertbar, da MeRwert unterhalb der Nacdyrenze

4.1.8 Kreuzreaktivitat mit den Spezies Schaf und Ziege

Im Hinblick auf die Spezifitit gegenuber Gehirrdtzen anderer Wiederkduerspezies
zeigte sich, dass auch Gehirn von Schaf und Ziegposzitiven Messergebnissen fuhren
wirde (Abbildung 4.17). Je nach verwendetem Antisekonnte fir ZNS-Material der
Tierart Schaf eine Kreuzreaktivitat von 103-190% iy ZNS-Material der Tierart Ziege
eine Kreuzreaktivitit von 47-53% berechnet werdéme Ubersicht der ermittelten
Kreuzreaktivitaten unter Verwendung der bGFAP-Repmtiseren als Fangerantikorper
gibt Tabelle 4.7. Fur die mitgefihrte Positivkofigo(2% Rindergehirn in Hackfleisch)
ergab sich eine durchschnittliche Wiederfindungsvain 181% (93-296%).
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Tabelle 4.7: Kreuzreaktivitat fur ZNS-Material der Tierarten & und Ziege unter
Verwendung der bGFAP-Peptid-Antiseren als Fangi@mper in Kombination mit
Detektionsantikorper G5-HRP.

) . Kreuzreaktivitat (%)
Fangerantikorper

Schaf Ziege
P1 154 47
P2 185 53
P3 190 50
P4 103 52

B Rind & Schaf = Ziege

)
N

Messwert (Extinktion bei 450 nm

Fangerantikorper P3 Fangerantikorper P4

Gehirnkonzentration im Extrakt 200 pg/ml

Abbildung 4.17: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion bei 45@n) von Gehirnextrakt
(Konzentration jeweils 200 ung Gehirndquivalent/ml xtrekt)  verschiedener
Wiederkéuerspezies im Sandwich-Enzymimmuntest f&AK unter Verwendung des
Fangerantikorpers P3 bzw. P4 und des Detektiongapgrs G5-HRP. Mit
Fangerantikorper P3 (P4) konnte fur ZNS-Material 8ipezies Schaf eine Kreuzreaktivitat
von 190% (103%) und fur ZNS-Material der Tierare@e eine Kreuzreaktivitat von 50%
(52%) berechnet werden.
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4.1.9 Kreuzreaktivitat mit den Spezies Pferd, Pute, Huha Kaninchen

Im Hinblick auf die Spezifitdt gegentber Gehirnzasé anderer Spezies aulier Schwein,
zeigte sich, dass auch Gehirn von Pferd und Kaeimctu positiven Messergebnissen
fuhren wirde, wahrend Gehirn von Pute und Huhns steigativ waren (Tabelle 4.8,
Abbildung 4.18, Abbildung 4.19). Die dber Rindergektandardextraktkurven
berechneten Kreuzreaktivitaten fir ZNS-Material 8pezies Pferd und Kaninchen unter
Verwendung der bGFAP-Peptid-Antiseren als Fangié@mper in Kombination mit
Detektionsantikorper G5-HRP sind in Tabelle 4.9gdatellt. Je nach verwendetem
Fangerantikorper ergaben sich dabei fir ZNS-Mdterider Spezies Pferd
Kreuzreaktivitaten von 63-68% und fir ZNS-Materigler Spezies Kaninchen
Kreuzreaktivitaten von 46-59%. Fir die Positivkolir (2% Rindergehirnzusatz in
Hackfleisch) ergaben sich durchschnittliche Wiededngsraten von 272% (P1), von
317% (P2), von 214% (P3) bzw. von 153% (P4). Dieimale Wiederfindungsrate betrug
70% (P4). Die maximale Wiederfindungsrate betruges3P2).

Tabelle 4.8: Beurteilung der Reaktivitat der Sandwich-Enzyminmtests auf der Basis
von Antikorpern gegen bGFAP-Peptide mit Gehirnmaltaerschiedener Spezies.

Beurteilung der Reaktivitat mit Gehirn der Tierart

Fangerantikorper Pferd Kaninchen Pute Huhn
8% 2% 1% 8% 2% 1% 8% 2% 1% 8% 2% 1%
P1 + + - + - - - - - - - -
P2 + + - + + - - - - - - -
P3 + + - + + - - - - - - -
P4 + + - + + - - - - - - -

+: Reaktivitat vorhanden (Extinktion bei 450 m®,1 Einheiten):: keine Reaktivitat



4. ERGEBNISSE 102

—o— Rind —&— Schaf —— Pferd

—m— Pute —— Huhn —e— Kaninchen
0,8 -
0,6 -
0,4 -

0,2 -
cut-off

L : —

Messwert (Extinktion bei 450 nm)

g

0 0,5 1 2

Gehirnzusatz (%)

Abbildung 4.18: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion 450 nmpwv Gehirnmaterial

verschiedener Spezies im Sandwich-EnzymimmuntestGEAP auf der Basis von
Antikorpern gegen bGFAP-Peptid 2 (Antiserum P3)Ralagerantikdrper und G5-HRP als
Detektionsantikorper.

B Rind O Pferd B Kaninchen B Pute BBHuhn
0,7 -

0,6
0,5
0,4 +
0,3 -
0,2
0,1

Messwert (Extinktion bei 450 nm)

Fangerantikorper P3 Fangerantikdrper P4

8% Gehirnzusatz

Abbildung 4.19: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion 450 nmines achtprozentigen

Gehirnzusatzes verschiedener Spezies im Sandwizpritmmuntest fur GFAP auf der

Basis von Antikdrpern gegen bGFAP-Peptid 2 als E#éagikorper und G5-HRP als
Detektionsantikorper. Mit Antiserum P3 (P4) konfite Gehirnmaterial der Spezies Pferd
eine Kreuzreaktivitat von 63% (65%) und fur Gehiatarial der Spezies Kaninchen ein
Kreuzreaktivitat von 50% (46%) berechnet werden.
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Tabelle 4.9: Kreuzreaktivitat fur ZNS-Material der Spezies Hfemd Kaninchen unter
Verwendung der bGFAP-Peptid-Antiseren als Fangid@mper in Kombination mit
Detektionsantikorper G5-HRP.

) o Kreuzreaktivitat (%)
Fangerantikorper

Pferd Kaninchen
P1 68 59
P2 66 48
P3 63 50
P4 65 46
4.1.10 Gewebespezifitat der Testsysteme

Eine weitergehende Prufung der Testspezifitdt udeEmwendung weiterer Gewebearten
zeigte, dass die Testsysteme mit anti-bGFAP-Pdmyerantikbrpern und
Detektionsantikorper G5-HRP deutlich ZNS-spezifiscsind. Selbst in  hohen
Konzentrationen ergaben weder Muskulatur von Samweid Rind (beispielhaft aus der
Lendenregion entnommen) noch zahlreiche OrganeteadRinder positive Ergebnisse
oberhalb des ,cut-off* Wertes von 0,1 Einheiten l{g@le 4.10). Die Messwerte der
eingesetzten Proben entsprachen den niedrigen W erfér den ZNS-
Negativkontrollansatz, der durchschnittich 0,03 tiltionseinheiten  betrug
(Abbildung 4.20). Eine Quantifizierung der Proben nhand der
Rindergehirnstandardextraktkurve war aus dieserndiiberflissig. Im Rahmen von 24
Testdurchfihrungen  ergab  sich  fur den  ZNS-Posiitadlansatz (2%
Rindergehirnzusatz) eine durchschnittliche Wiedeldingsrate von 156%. Die minimale

Wiederfindungsrate betrug 93%, wahrend die maxidalederfindungsrate 271% betrug.
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Tabelle 4.10:Beurteilung der Reaktivitdt der Sandwich-Enzyminmtests auf der Basis
von Antikérpern gegen bGFAP-Peptide mit weiteren w€aearten. Die
Bewertungsgrundlage stellten sechs TestdurchfllerujeyFangerantikorper dar.

Beurteilung der Reaktivitat unter Verwendung voridigonsantikorper
untersuchtes

G5-HRP und Fangerantikorper
P1 P2 P3 P4

Gewebe

Euter - - - -
Herz - - - -
Leber - - - -
Lunge - - - -
Muskulatur - - - -
Niere - - - -
Pansen - - - -

Zunge - - - -

-: keine Reaktivitat vorhanden (Extinktion <0,1 Bktionseinheiten)

€ 0,025 -
o
19}
< 0,02
9]
o]
50,015
g
=
£ 0,01 -
u
% 0,005 -
=
7
o) 0 ‘
= \S
& & O @ & ¥
S & 0 & & W@ & N\
& NS N S él_& S & AP
&

untersuchtes Gewebe in einer Extraktkonzentration von 2 mg/ml

Abbildung 4.20: Beipiel fur die Reaktivitat (Extinktion bei 450 nmon verschiedenen

Geweben in einer Extraktkonzentration von 2 mgimlSandwich-Enzymimmuntest fur
GFAP auf der Basis von Antikdrpern gegen bGFAP-Ee@ (Antiserum P3) als

Fangerantikorper und G5-HRP als Detektionsantikorjpee Proben ergaben mit der
Negativkontrolle vergleichbare Messwerte.
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4.1.11 Untersuchung von Handelsproben

Eine Untersuchung von Handelsproben zeigte, dass de# Herstellung von

Fleischerzeugnissen gebréuchliche Zutaten keinerfluss auf Testsysteme mit anti-
bGFAP-Peptid-Fangerantikdrpern und Detektionsanté® G5-HRP haben. Selbst in
hohen Konzentrationen ergaben die Proben negatigebBisse unterhalb des ,cut-off*
Wertes von 0,1 Extinktionseinheiten (Tabelle 4.1Ee Quantifizierung der Proben
anhand der Rindergehirnstandardextraktkurve erigébrigich. Die Messwerte der
eingesetzten Proben entsprachen den niedrigen #WWerfér den ZNS-

Negativkontrollansatz, der durchschnittlich 0,031 xtiktionseinheiten  betrug

(Abbildung 4.21). Wahrend der ZNS-Negativkontroflatz (reines Hackfleisch)
Messwerte im Bereich von 0,019 bis 0,044 Extinldginheiten ergab, resultierte reiner
Verdiunnungspuffer (0,5% Triton-X-100/PBS) in vergldbaren Messwerten im Bereich
von 0,01 bis 0,031 Extinktionseinheiten. Je nachweadetem anti-bGFAP-Peptid-
Antiserum ergab sich fir den ZNS-Positivkontrolkizs (2% Rindergehirnzusatz
entsprechend 40 pug  Gehirnaquivalent/ml  Extrakt) e eindurchschnittliche

Wiederfindungsrate von 111-137% (Tabelle 4.11). Dienimale Wiederfindungsrate
betrug 50%, wahrend die maximale Wiederfindungsg£t8% betrug. Die Testsysteme
eigneten sich grundsatzlich auch fur die Untersnghuvon Hautcreme- und

Fruchtgummiproben, die ebenfalls negative Ergeknissferten. Demnach konnte in

keiner der 69 Einzelhandelsproben bovines ZNS-N&teachgewiesen werden.

Tabelle 4.11: Qualitative Ergebnisse der Untersuchung von Ehaelelsproben in
Sandwich-Enzymimmuntests auf der Basis von Antigiimmegen bGFAP-Peptid.

Ergebnisse der Probenuntersuchung unter Verwendung
von Detektionsantikérper G5-HRP und Fangerantikdrpe
P1(n=6) P2 (n =6) P3(n=7) P4(n=22)

Probe 1 bis
Probe 69 ) - - )
Wiederfindungsrate (MW; %) 155 +74 122 +54 108 +39 125 +35
+ SD (min.; max.) (81-293) (86-229) (50-167) (66-178)

—:  kein bovines ZNS-Material nachweisbar (Extinktio<0,1 Extinktionseinheiten);
MW: Mittelwert; SD. Standardabweichungjin.: minimal; max.:maximal
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Abbildung 4.21: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion bei 450n) der Handelsproben

in einer Extraktkonzentration von 2 mg/ml im SandwEnzymimmuntest fur GFAP auf
der Basis von Antikorpern gegen bGFAP-Peptid 2 igemum P3) als Fangerantikoérper
und G5-HRP als Detektionsantikdrper. Die Probenaleeg mit der Negativkontrolle

vergleichbare Messwerte.

4.1.12 Festlegung eines Testsystems

Zusammenfassend stellen die beschriebenen Testeydie GFAP auf der Basis von

Antikdrpern gegen GFAP-Proteinabschnitte in Kombora mit Detektionsantikdrper

G5-HRP eine deutliche Verbesserung hinsichtlich 8pezifitdt gegeniber bisherigen
Verfahren dar, bei vergleichbar hoher TestsensitiviAllerdings war auch hier kein

vollstandige Tierartspezifitdit gegeben. GefligelZMar stets negativ, Saugetier-ZNS
ergab in unterschiedlichem Ausmal} positive Ergelgnifnsgesamt waren zwischen den
immunologischen Eigenschaften aller vier immuntsier Kaninchen nur geringe

Unterschiede feststellbar. Als Standardsystem f#AKS wurde aufgrund der etwas
besseren Steigung der Standardkurve und der hoBgeifitat bei der Untersuchung von
Gehirnextrakt und Extrakt von kinstlich kontamiteer Proben das Testsystem
P3/G5-HRP festgelegt.
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4.1.13 Standardisiertes Extraktionsverfahren
4.1.13.1 Einfluss verschiedener Extraktionsmittel

Die Uberpriufung des Einflusses verschiedener Etitiagmittel auf den Sandwich-
Enzymimmuntest fir GFAP (P3/G5-HRP) zeigte, dassh svon den untersuchten
Extraktionsmitteln einzig 1% SDS/A.dest. und 1% &wéBS zur Extraktion von GFAP
aus Rindergehirn eignen (Abbildung 4.22). Da sicimteu Verwendung des
Extraktionsmittels 1% SDS/A.dest. die héchsten Meste ergaben, wurde es als
Standardextraktionsmittel definiert. Ein wesengich/orteil lag zudem in der Tatsache,
dass die gleiche Extraktion auch fir den Nachw@sMBP geeignet war.

0,1% Tween/PBS
1% Tween/PBS
0,1% SDS/PBS

1% SDS/PBS
0,1% Tween/A.dest

1% Tween/A.dest

0,1% SDS/A.dest
1% SDS/A.dest

TBS
PBS
A.dest

0 0,5 1 15 2

Messwert (Extinktion bei 450 nm)

Abbildung 4.22: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion bei 450n) von Rindergehirn
(2 mg Gehirnaquivalent/ml Extrakt), welches mit sahiedenen Extraktionsmitteln
extrahiert wurde, im Sandwich-Enzymimmuntest furABFauf der Basis von Antikérpern
gegen bGFAP-Peptid 2 (Antiserum P3) als Fangeramée und G5-HRP als
Detektionsantikorper. Von den untersuchten Extogidimitteln eignete sich einzig
1% SDS/A.dest. und 1% Tween/PBS.

4.1.13.2 Reproduzierbarkeit der Standardextraktin@tsode

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ext@ktvon GFAP aus Rinder- bzw.
Schweinegehirn mittels 1%iger SDS-Losung bei 95vw@de Gehirnstandardmaterial

beider Spezies funfmal an zwei verschiedenen Tagdmahiert und diese Extrakte
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gleichzeitig im Testsystem P3/G5-HRP eingesetztb(llong 4.23). Es zeigte sich, dass
die Messwerte fur GFAP jeweils nur sehr gering sutikten, so dass hier eine
extraktionsbedingte oder durch inhomogenes Matenarursachte Uber- bzw.

Unterschéatzung des ZNS-Gehaltes nicht zu erwasten i

M Rindergehirn O Schweinegehirn

N
J

1,8 1
1,6 1
1,4 -
1,2 1

0,8
0,6

o o
oON b
L

Messwert (Extinktion bei 450 nm)
H

| Il i v Vv
Extraktion Nr.

Abbildung 4.23: Beispiel fur die Reproduzierbarkeit der Extraktioon GFAP aus

Rinder- und Schweinegehirnhomogenisat. Rindergehirn  bzw.
Schweinegehirnhomogenisat wurde funfmal an zweiscléedenen Tagen (Tag 1:
Extraktion I-Ill; Tag 2: Extraktion IV-V) extrahiér Die Extrakte wurden jeweils 1: 50

verdunnt (Gesamtprobenfaktor 500) und gleichzeitigenzymimmuntest (P3/G5-HRP)
eingesetzt. Die Variationskoeffizienten der Messevdiir bovines bzw. porcines Gehirn
lagen bei 5,2% bzw. 4,9%.

4.1.14 Haltbarkeit der im Enzymimmuntest verweaddReagenzien

Die Haltbarkeit der zur Durchfiihrung des SandwictzaEnimmuntests P3/G5-HRP fir
GFAP bendtigten Reagenzien erwies sich Uber eingaden von zwei Wochen stabil.
Nach Tag 14 war ein deutlicher Einbruch hinsichtlider MesswerthGhe des
Rindergehirnextraktes zu verzeichnen (Abbildung4}%.2Ab der dritten Woche nach
Beschichtung der Mikrotiterplatten nahm die Spespegifitdt des Testsytems ab, was sich
auch in der Spezifitatskennzahl niederschlagt (lbinig 4.25). Abbildung 4.26 zeigt den

Rinder- bzw. SchweinegehirnextraktkurvenverlaufTiestsystemen, die eine bzw. flunf
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Wochen gelagert wurden, wobei sich Spezifitdts- uBensitivitatsverlust deutlich
abzeichnen.

B Rindergehirn O Schweinegehirn

Messwert (Extinktion bei 450 nm)
=

2 7 8 14 21 28 35
Tage nach Beschichtung der Mikrotiterplatten

Abbildung 4.24: Vergleich der Messwerte (Extinktion bei 450 nm) finder- und
Schweinegehirnextrakt (Extraktkonzentration 2 mg/mnh Sandwich-Enzymimmuntest
P3/G5-HRP Uber einen Aufbewahrungszeitraum von&jei.

Spezifitatskennzahl
N

O T T T T T 1
2 7 8 14 21 28 35

Tage nach Beschichtung der Mikrotiterplatten

Abbildung 4.25: Vergleich der Spezifitatskennzahlen im SandwickzyEmmmuntest
P3/G5-HRP lber einen Aufbewahrungszeitraum von 3fgem. Grundlage fir die
Berechnung der Spezifitditskennzahlen war eine Ekinazentration von 2 mg/ml.
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—e— Rindergehirn Tag 7 Schweinegehirn Tag 7
—&— Rindergehirn Tag 35 Schweinegehirn Tag 35
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=

Abbildung 4.26: Kurvenverlauf des Rinder- und Schweinegehirnexésmkm Testsystem
P3/G5-HRP, das eine bzw. fiinf Wochen gelagert wurde

4.1.15 GFAP-Gehalt in Rindergehirn

Durch parallele Erstellung von bGFAP-Reinproteindardkurven und
Rindergehirnextraktstandardkurven auf einer Mikeofilatte konnte der Antigengehalt der
als Proben definierten Gehirnextraktldosungen mitfeHeiner kommerziellen Software
berechnet werden. Der daraus ermittelte bGFAP-GeimalRindergehirn, der unter
Verwendung von Gehirnextraktkonzentrationen von72Bis 2.000 pg/ml berechnet
wurde, lag im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 4y bGFAP/g Rindergehirn
(Tabelle 4.12). Der bGFAP-Gehalt betrug im MitteB® mg/g. Mit anti-bGFAP-Peptid 1-
Antiseren P1 und P2 wurde ein Gehalt von 0,3 mgig. 9,25 mg/g ermittelt. Mit anti-
bGFAP-Peptid 2-Antiseren P3 und P4 wurde ein Gelait 0,99 mg/g bzw. 1,88 mg/g

berechnet.
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Tabelle 4.12: Ubersicht der berechneten bGFAP-Gehalte in Riréng unter
Verwendung der Gehirnextraktkonzentrationen, die @nem Messwert >0,1
Extinktionseinheiten resultierten, bei den versdaren anti-oGFAP-Peptid-Antiseren als
Fangerantikorper und G5-HRP als Detektionsantiktrpe

berechneter bGFAP-Gehalt in Rindergehirn (mg/ggunt

) Verwendung einer Gehirnextraktkonzentration von
Beschichtung

2.000 666,7 222,2 74,1 24,7 MW
pag/mi pag/mi pag/mi pa/mi pa/mi
P1 0,17 0,27 0,41 0,48 0,15 0,3
P2 0,13 0,21 0,35 0,43 0,11 0,25
P3 0,23 0,36 2,68 1,56 0,1 0,99
P4 0,32 0,53 4,5 2,67 1,39 1,88
MW: Mittelwert
4.1.16 Charakterisierung der Antikorperspeziiitéittels Immunoblot

4.1.16.1 Western Blot des GFAP-Reinproteins und@ksrnextraktes

Wahrend die elektrophoretisch aufgetrennte bovik&\>Reinproteinlésung eine Bande
bei einem geschatzten Molekulargewicht von 50 kDfawees, ergab die porcine GFAP-
Reinproteinlésung drei Banden bei einem Molekulaigkt von 48 kDa, 50 kDa und
52 kDa. Abbildung 4.27 zeigt das Ergebnis der etglttoretischen Auftrennung.
Rindergehirnextrakt und Schweinegehirnextrakt te=stén in zahlreichen Banden im
Bereich von 16 bis 66 kDa.

GG S

Abbildung 4.27: Elektrophoretisch aufgetrenntes bovines GFAB)( porcines GFAP
(pG), bovines Serumalbumin)(und Molekulargewichtsmarkerprotei§)(
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4.1.16.2 Charakterisierung der Antiseren und Koaifeegm Immunoblot unter
Verwendung von GFAP-Reinprotein

Bei der Charakterisierung der anti-bGFAP- und &@FAP-Peptid-Antiseren mit GFAP-
Reinprotein zeigte sich unter Verwendung der AméiseG5 und G6 die intensivste
Bandenfarbung. Antiserum G5, P1 und P2 erwieseh als bedingt rinderspezifisch.
Unter Verwendung dieser Antiseren farbten sich zavenh die porcinen GFAP-Banden an,
jedoch wiesen die bovinen GFAP-Banden eine geradigrintensivere Farbung auf. Die
ubrigen Antiseren farbten bovines und porcines Reiein vergleichbar an und erwiesen
sich somit als rinderunspezifisch (Tabelle 4.13ires der untersuchten Antiseren farbte
weitere, unspezifische Banden an. Das als ZNS-Negatirolle eingesetzte BSA war in
allen Fallen ohne sichtbare Bande (Abbildung 4.28).

Bei der Charakterisierung der anti-oGFAP- und &@FAP-Peptid-Konjugate mit GFAP-
Reinprotein zeigte sich unter Verwendung des KaasigG5-HRP die intensivste
Bandenfarbung. Alle untersuchten Konjugate farbtewvines und porcines Protein
gleichermal3en an und erwiesen sich als rinderuifigoez (Tabelle 4.14). Die Konjugate
farbten weder die ZNS-Negativkontrolle BSA noch tees, unspezifische Banden an
(Abbildung 4.28).

soud S AS G6 Konjugat G3 Konjugat G5
s
SH.
pG bG - pF bG - pG bq_- - pG bG S pG bG S
Pl LW =

S Molekulargewichtsmarkerprotei&S Antiserum

Abbildung 4.28: Charakterisierung der anti-bGFAP- und anti-bGFAdptiel-Antiseren
und —Konjugate im Immunoblot mit bovinem GFABRG) und porcinem GFAPpG). Als
ZNS-Negativkontrolle{) wurde BSA verwendet.
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Tabelle 4.13: Charakterisierung der Antiseren im Immunoblot BiFAP-Reinprotein.
Bedingt rinderspezifische Antiseren, die bovinesABFjeringgradig intensiver farbten als
porcines GFAP, sind im Fettdruck dargestellt.

Antiserum Bandenintensitdes bGFAPS ~ Reaktivitat mit b/pGFAP
G1 . i
G2 + .
G3 -+ :
G4 ++ -
G5 +++ (+)
G6 4+ -
G7 o+ -
P1 ++ (+)
P2 ++ (+)
P3 " .
P4 " :

Beurteilung: 1: —keine sichtbare Bandg+) schwach sichtbare+ gut sichtbare++ stark
sichtbare+++ sehr stark sichtbare Band2; — rinderunspezifisch(+) bedingt rinderspezifisch,
+ rinderspezifisch

Tabelle 4.14:Charakterisierung der Konjugate im Immunoblot miAR-Reinprotein.

Konjugat Bandenintensitat des bGFAPs Reaktivitat mit b/pGFAP
G1-HRP ++ -
G2-HRP -+ i
G3-HRP ++ -
G4-HRP + -
G5-HRP +++ -
G6-HRP -+ i
G7-HRP -+ i
P1-HRP +) i
P2-HRP +) i
P3-HRP + i
P4-HRP + i

Beurteilung: 1 — keine sichtbare Bande, (+) schwach sichtbagjt+sichtbare, ++ stark sichtbare,
+++ sehr stark sichtbare Bande&: — rinderunspezifisch, (+) bedingt rinderspeztiisc
+ rinderspezifisch
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4.1.16.3 Charakterisierung der Antiseren und Koaifeegm Immunoblot unter

Verwendung von Gehirnextrakten

Bei der Charakterisierung der anti-oGFAP- und a@FAP-Peptid-Antiseren mit Rinder-

und Schweinegehirnextrakten zeigte sich unter Veduag der Antiseren G2, G5 und G6
die intensivste Bandenfarbung. Antiserum P2 und d®iesen sich als bedingt
rinderspezifisch. Unter Verwendung dieser Antiser@mbten sich zwar auch im

Schweinegehirnextrakt die GFAP-Banden an, jedochesewi die Banden im

Rindergehirnextrakt eine geringgradig intensivegbkng auf. Die Ubrigen Antiseren
farbten Banden im Rinder- und Schweinegehirnextvakgleichbar an und erwiesen sich
somit als rinderunspezifisch (Tabelle 4.15). Keimks untersuchten Antiseren farbte
weitere, unspezifische Banden an. Das als ZNS-Negaiirolle eingesetzte BSA war in

allen Fallen ohne sichtbare Bande (Abbildung 4.29).

Bei der Charakterisierung der anti-oGFAP- und amFAP-Peptid-Konjugate mit Rinder-
und Schweinegehirnextrakt zeigte sich unter Verwegddes Konjugats G5-HRP die
intensivste Bandenfarbung. Zudem erwies sich Katjugs5-HRP als bedingt
rinderspezifisch, indem es die GFAP-Bande in Rigdbirnextrakt geringgradig intensiver
anfarbte als in Schweinegehirnextrakt. Die Ubrigetersuchten Konjugate farbten bovines
und porcines Protein gleichermallen an und erwiesieh als rinderunspezifisch
(Tabelle 4.16). Alle Konjugate farbten weder die &Negativkontrolle BSA noch
weitere, unspezifische Banden an (Abbildung 4.29).

Beim Vergleich verschiedener Extraktionsmittel imnhiunoblot mit Antiserum P3 und
anti-Kaninchen-Detektionsantikdrpern konnte mit $®S/A.dest., 0,1% SDS/A.dest. und
1% Tween/PBS extrahiertes bovines GFAP nachgewiesgden. Nach Extraktion mit
den dbrigen Extraktionsmitteln wurden keine GFARen sichtbar. Das mit
1% SDS/A.dest. extrahierte porcine GFAP resultiarteergleichbarer Bandenstéarke wie
ebenso extrahiertes bovines GFAP (Tabelle 4.17).
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Tabelle 4.15:Charakterisierung der Antiseren im Immunoblot @é@hirnextrakt. Bedingt
rinderspezifische Antiseren, die bovines GFAP gggradig intensiver farbten als porcines
GFAP, sind im Fettdruck dargestellt.

Reaktivitat mit Rinder- und

Antiserum Bandenintensitat des bGFAPs
Schweinegehiri
Gl ++ -
G2 +++ -
G3 ++ -
G4 + -
G5 +++ -
G6 +++ -
G7 ++ -
P1 + -
P2 ++ (+)
P3 + +)
P4 + -

Beurteilung: 1 — keine sichtbare Bande, (+) schwach sichtbagt+sichtbare, ++ stark sichtbare,
+++ sehr stark sichtbare Bande&: - rinderunspezifisch, (+) bedingt rinderspeztiisc
+ rinderspezifisch

A33(35 Ko, M1 J :
AS G7 Konjugat G7 Konjugat G5
Sw Rd bG bM s SW Rd bG bM - Sw Rd bG bM - Sw Rd bG bM S

AS Antiserum;bM: bovines MBP

Abbildung 4.29: Charakterisierung der anti-bGFAP- und anti-bGFAPRtleAntiseren
und —Konjugate im Immunoblot mit RindergehirnextrgRd), Schweinegehirnextrakt
(Sw) und bovinem GFAP bG). Als ZNS-Negativkontrolle wurde BSA (-) bzw.
Molekulargewichtsmarkerprotein (S) verwendet.
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Tabelle 4.16:Charakterisierung der Konjugate im Immunoblot mgh@nextrakt. Bedingt
rinderspezifische Antiseren, die bovines GFAP gggradig intensiver farbten als porcines
GFAP, sind im Fettdruck dargestellt.

Reaktivitat mit Rinder- und

Konjugat Bandenintensitat des bGFAPs . '
Schweinegehiri
G1-HRP ++ -
G2-HRP ++ -
G3-HRP ++ -
G4-HRP ++ -
G5-HRP +++ (+)
G6-HRP ++ -
G7-HRP ++ -
P1-HRP (+) -
P2-HRP (+) -
P3-HRP (+) -
P4-HRP (+) -

Beurteilung: 1 — keine sichtbare Bande, (+) schwach sichtbagt+sichtbare, ++ stark sichtbare,
+++ sehr stark sichtbare Bande&: - rinderunspezifisch, (+) bedingt rinderspeztiisc
+ rinderspezifisch

Tabelle 4.17:Vergleich verschiedener Extraktionsmittel im Immblod mit Antiserum P3
und anti-Kaninchen-Detektionsantikorper.

Gehirn von Tierart Extraktionsmittel GFAP-Nachweis
A.dest. -
PBS -
TBS -
1% SDS/A.dest. +
Rind 0,1% SDS/A.dest. +

1% Tween/A.dest. -

0,1% Tween/A.dest. -

1% SDS/PBS -

1% Tween/PBS +
Schwein 1% SDS/A.dest. +

Beurteilung + GFAP-Bande sichtbar; - keine GFAP-Bande siahtba
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4.2 Ergebnisse fur einen MBP-Sandwich-Enzymimmunt
4.2.1 Herstellung der Immunreagenzien
42.1.1 Gewinnung spezifischer Antiseren und Imisiarungsverlauf

Bei der spektrophotometrischen Bestimmung der bMBRzentration in der
aufgereinigten Immunogenlésung wies das Proteinebem Absorptionsmaximum von
ca. 276 nm eine mit der eingesetzten Konzentratewgleichbare Absorption auf. Deshalb
wurde bei der Festlegung einer Impfdosis von 250M8P/Tier davon ausgegangen, dass
die Immunogenlésung nach der Ultrazentrifugation eingesetzte MBP-Menge enthielt.
In den Antiseren aller mit bMBP immunisierten Tiéwnnten ab der 5. Woche spezifische
Antikdrper nachgewiesen werden. Allerdings warerer hideutliche Unterschiede
hinsichtlich der Antiserentiterhdhe zu beobachteas Tier M2 wies mit Abstand die
hdchsten Antiserentiter auf. Die erste Restimuhgrun der 4. Immunisierungswoche
fuhrte bei Kaninchen M1 und M2 zu einem deutliclfertiserentiteranstieg, der jedoch
nur bei Kaninchen M2 von Dauer war. Bei KanincheB b&einflusste sowohl die erste als
auch die zweite Restimulierung den Antiserumtiter geringfligig (Abbildung 4.30). Bei
vergleichender Titration unter Verwendung von bewn und porcinem MBP als
Festphasenantigen zeigte sich, dass auch hierefikrdiseren aller Tiere eine ausgepragte
Reaktivitat mit porcinem MBP vorlag, die beztiglidbr erreichten Messwerte bei einer
Proteinbeschichtung von jeweils 1 pg/ml flr porsifdBP sogar Uber derjenigen von
bovinem MBP lag (Abbildung 4.31).

—o— M1
—a— M2

—— M3

Titer (x1000)

T I 1

3 5 6 8 9 12 15 16
Wochen nach Grundimmunisierung

EPDNWDE OO N
OO OO0 00 O0O0o
L

o

Abbildung 4.30: Vergleich der Antiserentiter von drei mit bMBP imamsierten
Kaninchen. Die Titerbestimmung erfolgte unter Vemdeng von bMBP als
Festphasenantigen. Die Pfeile kennzeichnen digpuigite der Restimulierungen.
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B Plattenbeschichtung mit
bovinem MBP

Plattenbeschichtung mit
porcinem MBP
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Abbildung 4.31: Vergleich der Messwerte in der Titerbestimmung det bMBP
immunisierten Kaninchen (eingesetzte Verdinnung Aldiseren jeweils 1: 2.700) bei
Verwendung von bMBP bzw. pMBP als Festphasenantigem indirekten
Enzymimmuntest. Die Antiseren aller Tiere zeigteguttich starkere Reaktivitat mit
porcinem Protein als mit dem zur Immunisierung \@rdeten bovinen Protein.

4.2.1.2 Aufbereitung der Antiseren und Herstellumgn Antikdrper-Enzym-

Konjugaten

Zunachst wurden Antiseren solcher Wochen geféalit, denen ein relativ hoher
Antikorpertiter nachgewiesen werden konnte. Im Rahndessen wurden von allen
Kaninchen die Antiseren der 6., 8. und 15. Immaenisigswoche gefallt. Nach
Beendigung der Immunisierungsphase wurden Antisdemverschiedenen Abnahmen,
die vergleichbar hohe spezifische Antiserumtitefwé@sen gepoolt und anschlieRend
gefallt. Fir Kaninchen M1 wurde ein Antiserumpooisaden Antiseren der 5. bis 16.
Woche gebildet. Fir Kaninchen M2 wurde ein Antisepool aus den Antiseren der 6. bis
16. Woche und fur Kaninchen M3 aus den Antiseren &lebis 15. Woche gebildet.
Tabelle 4.18 zeigt beispielhaft einige Ergebnisse spektrophotometrisch bestimmten

IgG-Rohfraktiongehalte.
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Fur die Herstellung eines enzymmarkierten Antiserumt ausreichender spezifischer
Aktivitat erwies sich einzig das gefallte Antiserudas Tieres M2 als geeignet. Mit der
unter 3.2.1.2 beschriebenen Kopplungsmethode kdbeteits unter Verwendung eines
Antiserums der 6. Immunisierungswoche ein Antikétfpezym-Konjugat (M2-HRP)
hergestellt werden, das sich in der Uberprifungtetsit modifiziertem Sandwich-
Enzymimmuntest (3.2.1.2.4) als grundséatzlich gesidiir den MBP Nachweis erwies.
Besonders aber mit dem Antiserenpool hergesteltisjugate ergaben im modifizierten
Sandwich-Enzymimmuntest hohe Extinktionen nach \émsung antigenhaltiger Proben
sowie niedrige Extinktionen (<0,03 Extinktionseiitkr) nach Einsatz antigenfreier
Proben. Tabelle 4.18 zeigt eine Aufstellung allergestellten Konjugate.

Tabelle 4.18:Ubersicht der hergestellten Antikdrper-Enzym-Kaygte fiir den Einsatz im
Sandwich-Enzymimmuntest zum Nachweis von bMBP.

Woche nach  IgG- verwendete o
gefallte _ _ durchschnittliche
_ Grund- Gehalt Konjugat Fraktionen nach o
Antiseren o _Reinheitszahl
immunisierung (mg/ml) Gelchromatographie
M1 8. 6,0
15. 5,63 X 22 + 23 0,52
5.-16. 6,7
M2 6. 4,9 X 25 -27 0,58
15. 5,7 X 22 - 26 0,48
X 22-24 0,52
6.-16. 7,7 X 24 - 28 0,47
M3 8. 59
15. 7,8 X 22-25 0,45
8.-15. 6,2

X: Herstellung von Antikérper-Enzym-Konjugat aussgmechendem Antiserum

4.2.2 Erstellung boviner und porciner MBP-Reinproteinsi@adkurven in den

Testsystemen

Die polyklonalen anti-MBP-Antikorper der Tiere M1VM2 und M3 sowie die
monoklonalen anti-MBP129-138-Antikorper MBP129 wemd als Fangerantikdrper
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zusammen mit einem Antikérper-Enzym-Konjugat vonnikahen M2 (M2-HRP) als
Detektionsantikorper in einem S-EIA integriert. Zchst wurde fur jede der vier
maoglichen Kombinationen eine geeignete Konzentnatier Reagenzien ermittelt (3.2.2).
Anderungen im Konzentrationsbereich der jeweilig]mmunreagenzien beeinflussten die
Testsysteme erheblich. Die Variation der Konjugagemtration wies einen hoheren
Einfluss als die Variation der Beschichtungskonmidn auf. Fir den Enzymimmuntest
mit polyklonalen Fangerantikdrpern wurden jeweigimale Konzentrationsbedingungen
bei einer Beschichtungskonzentration von 1. 8.000 einer Konjugatkonzentration von
1. 400 erreicht. FUr den Enzymimmuntest mit mono&len Fangerantikdrpern wurden
die Mikrotiterplatten mit anti-Maus-IgG (10 pg/miprbeschichtet, um den Verbrauch des
monoklonalen Antikorpers maoglichst gering Zu halten Optimale
Konzentrationsbedingungen wurden in diesem Tessystbei einer MBP129-

Konzentration von 1: 250 und einer Konjugatkonzaiman von 1: 400 erreicht.

Durch den Einsatz von boviner und porciner MBP-Reteinlésung in die Testsysteme,
konnten vergleichende Reinproteinstandardkurvetelérsverden. Bei Verwendung der
polyklonalen Fangerantikorper ergaben sich keinetetdohiede hinsichtlich der
Testspezifitat, der Testsensitivitat und der Fanbmklung des Negativkontrollansatzes
(Hintergrundféarbung) zwischen den einzelnen Tegtsysn. In diesen Testsystemen
resultierte bovines und porcines Protein in veoyllearen Messwerten. Dies geben auch
die zur Beurteilung der Spezifitat der einzelnen st$gsteme herangezogenen
Spezifitatskennzahlen 1 wieder. Ergaben sich Sp#&sitennzahlen > 1 bedeutet dies, dass
bMBP mit einem hdéheren Messsignal als pMBP erkanurte. Spezifitatskennzahlenl
bedeuten, dass pMBP in einem gleich hohen oder rebh&lesssignal wie bMBP
resultierte. Abbildung 4.32 zeigt exemplarisch aifg#andardkurvenvergleich mit diesem
Ergebnis. Die Spezifitatskennzahlen, gemessen iher &BP-Konzentration von 111,1
und 1.000 ng/ml, sind in Tabelle 4.19 dargestBlie Nachweisgrenze fir die Testsysteme
lag in einem bMBP-Konzentrationsbereich von 111isl 383,3 ng/ml. Bei Verwendung
des monoklonalen Fangerantikorpers ergaben siatledeutliche Unterschiede zu den
drei Ubrigen Testsystemen hinsichtlich der Testfipi#z bei geringgradig verbesserter
Testsensitivitdt und vergleichbarer Hintergrundféndp. In diesem Testsystem reagierte
bMBP deutlich starker als pMBP, was auch eine Spéskennzahl 1 von 2,1 bzw. 3,1
wiedergibt (Abbildung 4.33; Tabelle 4.19). Die Naahsgrenze fir bMBP lag in diesem
Testsystem bei einer Konzentration von 37 ng/ml.
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Tabelle 4.19: Spezifitdtskennzahl 1* fur den Nachweis von bMBR Yerhaltnis zu
pMBP, ermittelt bei MBP-Konzentrationen von 111ridul.000 ng/ml.

Spezifitatskennzahl 1 unter

Beschichtung mit MBP-Konzentration
_ Verwendung von
Fangerantikorper (ng/ml) _ .
Detektionsantikorper M2-HRP
1.000 1,1
M1
1111 1
1.000 1
M2
1111 1
1.000 0,9
M3
1111 1,1
1.000 2,1
MBP129
1111 3,1

* Spezifitatskennzahl 1 = Verhaltnis der Extinkon(bei 450 nm) von bMBP zu pMBP

—e—bMBP —&—pMBP

1,8
1,6 -
14 -
1,2 4
1
0,8 -
0,6
0,4
0,2 -
om = ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,457 14 4,1 12,3 37 111,12 333,3 1000
MBP-Konzentration (ng/ml)

m)

n

Messwert (Extinktion bei 450

Abbildung 4.32: bMBP- und pMBP-Reinproteinstandardkurven im Sactwi
Enzymimmuntest unter Verwendung von Antiserum ME &angerantikrper und
M2-HRP als Detektionsantikorper.
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Abbildung 4.33: bMBP- und pMBP-Reinproteinstandardkurven im Sactwi
Enzymimmuntest unter Verwendung des monoklonalemgé&é@ntikbrpers MBP129 und
des Detektionsantikbrpers M2-HRP. Die erforderlicipMBP-Konzentration zum
Erreichen gleicher Messwerte lag mehr als dreifditter als fur bMBP.

4.2.3 Untersuchung von bovinem und porcinem Gekimakt in den
Testsystemen

Durch den Einsatz von bovinem und porcinem Gehiragk in die Testsysteme mit
monoklonalen bzw. polyklonalen Fangerantikorpernl Wetektionsantikorper M2-HRP
konnten vergleichende Gehirnstandardextraktkurvestelt werden. Im Sandwich-
Enzymimmuntest mit polyklonalen Fangerantikérperd, M2 und M3 konnte keine
Spezifitatssteigerung erzielt werden, d.h. bovikE2P reagierte in vergleichbarer Starke
wie porcines MBP. Beispielhaft ist dies in Abbildua.34 fur Extrakte von bovinem und
porcinem Gehirn wiedergegeben. Dies geben auchzudiieBeurteilung der Spezifitat
herangezogenen Spezifitatskennzahlen 2 wieder [[€ab&20). Eine wesentliche
Verbesserung der Spezifitdt des Nachweises vomboviMBP konnte durch Kombination
des Detektionsantikorpers M2-HRP mit dem monoklenaAntikorper MBP129 als
Fangerantikorper erreicht werden. Dieser SandwichyBimmuntest erwies sich bei der
Untersuchung von ZNS-Material als weitgehend sptif fir bovines MBP.

Standardkurven dieses Testsystems fiir ExtrakteGemrnhomogenisat vom Rind bzw.
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Schwein sind in Abbildung 4.35 wiedergegeben. Gehitrakte vom Schwein fihrten erst
in sehr hohen Konzentrationen (100 pg Gehirndgentahl) zu einem positiven Ergebnis.
Die erforderliche Schweinegehirnkonzentration imtr&kt zum Erreichen gleicher
Messwerte lag rund hundertfach hoher als fir Rigelern. Dieses Ergebnis gibt auch die
entsprechende Spezifitditskennzahl 2 wieder. Srédpdiir diese Testkombination 35,6 fur
eine  Gehirnextraktkonzentration von 12,3 ug/ml  bzw6,5 fir eine
Gehirnextraktkonzentration von 1,4 pg/ml (Tabell2d). Nicht nur Testspezifitat sondern
auch Testsensitivitat des Testsytems mit monok&maFangerantikrpern war im
Vergleich zu den drei Ubrigen Testsystemen deutlstbessert. Der Rindergehirnextrakt
wies in diesem Testsystem im Vergleich zu jenenFangerantikdrper M1, M2 und M3
eine rund zehnfach hohere Reaktivitat auf (AbbigldrB4 und 4.35). Die Nachweisgrenze
fur Rindergehirnextrakt lag im Testsystem mit mdoaklen Fangerantikdrpern bei einer
Konzentration von 1,4 pg/ml, wohingegen die Naclsgeinze in Testsystemen mit
polyklonalen Fangerantikorpern in einem Konzenbragbereich von 12,3 bis 37 pg/ml

lag.

Tabelle 4.20: Spezifitatskennzahl 2* fir den Nachweis von MBPRimdergehirnextrakt
im Verhaltnis zu Schweinegehirnextrakt, ermittedi leiner Gehirnextraktkonzentration
von 12,3 und 1,4 pg/ml.

_ . Gehirnextrakt- Spezifitditskennzahl 2 unter
Beschichtung mit .
. Konzentration Verwendung von
Fangerantikorper _ _
(ng/ml) Detektionsantikorper M2-HRP
12,3 1,1
M1
1,4 1
12,3 1
M2
1,4 1
12,3 1,3
M3
1,4 11
12,3 35,6
MBP129
1,4 6,5

* Spezifitdtskennzahl 2 = Verhaltnis der Extinkion(bei 450 nm) von bovinem zu porcinem
Gehirnextrakt
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Abbildung 4.34: Rinder- und Schweinegehirnstandardextraktkurve 8andwich-
Enzymimmuntest unter Verwendung von Antiserum MK &angerantikrper und
M2-HRP als Detektionsantikorper.
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Abbildung 4.35: Rinder- und Schweinegehirnstandardextraktkurve 8andwich-
Enzymimmuntest unter Verwendung des monoklonalemgé&é@ntikbrpers MBP129 und
des Detektionsantikorpers M2-HRP. Die Messwertedgin gehirnfreien Kontrollansatz
lagen bei 0,02 Einheiten. Extrakte von Schweinagebrgaben erst ab Konzentrationen
von 100 pg/ml ein schwach positives Messsignal. Dierforderliche
Schweinegehirnkonzentration im Extrakt zum Erreichgdeicher Messwerte lag rund
hundertfach héher als flr Rindergehirn.
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4.2.4 Optimale Kombination der Immunreagenzien

Bei Verwendung der polyklonalen Fangerantikdrper, MI2 und M3 ergaben sich weder
beim Einsatz von MBP-Reinproteinlosung noch beimskiz von Extrakt aus Gehirn
Unterschiede hinsichtlich der Testspezifitat, dest§ensitivitat und der Farbentwicklung
des Negativkontrollansatzes zwischen den einzeliestsystemen. Aufgrund der
limitierten Spezifitat dieser Testsysteme fur bearMBP in Reinproteinldsungen und in
Extrakten von Rindegehirn wurden diese Testkomhmnah nicht weiter verfolgt. Durch

Kombination des Detektionsantikbrpers M2-HRP mitmdenonoklonalen Antikdrper

MBP129 stand fur weitere Untersuchungen ein Tewsysmit deutlich verbesserter

Testspezifitdt und Testsensitivitat zur Verfligung.

4.2.5 Vergleich des MBP-Gehaltes in Gehirn undieamark

Vergleichende Untersuchungen von Extrakten ausr@einid Rickenmark von Rind bzw.
Schwein zeigten, dass im Gegensatz zum ZNS-Mariipr GFAP kein nennenswerter
Unterschied der relativen Messwerte fur diese Gevetistierte. Damit ist im Testsytstem
fur MBP bei Verwendung eines Gehirnhomogenisats,&landard” zur Quantifizierung
des ZNS-Zusatzes eine Uberschatzung durch Ruck&mmiwdnt gegeben. Der ZNS-Gehalt
eines Probenmaterials ist somit mit Hilfe des Mgskateins MBP quantifizierbar. In
Abbildung 4.36 sind typische Kurvenverlaufe darghist Abbildung 4.37 zeigt einen

Vergleich der relativen Signalstarken bei dem Gehaterial vom Rind 100% entspricht.
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Abbildung 4.36: Vergleich der Reaktivitdt von verdinnten Gehirn-ndu
Ruckenmarkextrakten von Rind und Schwein im MBPe3ach-Enzymimmuntest
MBP129/M2-HRP.
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Abbildung 4.37: Vergleich der relativen Messsignalstarken (GehiindR= 100%) fur
Extrakte von Gehirn und Rickenmark vom Rind bzwhvtn (Konzentration jeweils
11 pg ZNS-Material/ml Extrakt) im Sandwich-Enzymimntest fir MBP
(MBP129/M2-HRP). Die Messwerte fur Gehirn- und Reéicknarkmaterial beider Spezies
waren jeweils weitgehend identisch.
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4.2.6 Untersuchung kinstlich kontaminierter, roher Probaterialien

Die Untersuchung kunstlich mit Rindergehirn bzw.h®einegehirn kontaminierter
Hackfleischproben im MBP-Sandwich-EnzymimmuntestB@®129/M2-HRP) ergab eine
hohe Testsensitivitdt und Testspezifitdt fur bogirENS-Material. Es ergab sich eine
Nachweisgrenze fur Zusatze von Rindergehirn voPothgi einem ,cut-off* Wert von 0,1
Extinktionseinheiten, wahrend Zusatze von Schweaih&g auch in Konzentrationen von
8% nur zu schwachen Extinktionswerten unterhalb dest-off* Wertes fuhrten
(Abbildung 4.38; Tabelle 4.21). Zur Uberprifung déachweisgrenze wurde fiir jede
Testdurchfiihrung ein Quotient aus den Messwertan 4% Rindergehirnzusatz und
ZNS-Negativkontrollansatz gebildet (Abbildung 4.3B)n Zusatz von 0,1% Rindergehirn
resultierte  dabei  durchschnittich im  3,5fachen ®est des  ZNS-
Negativkontrollansatzes, der generell sehr niedrigatinktionswerte um 0,02
Extinktionseinheiten ergab. Die ermittelte SpedtBkennzahl 3 betrug 10,6 bei einem
achtprozentigen Rindergehirnzusatz, wahrend sieefiien einprozentigen Zusatz 9,5
betrug (Tabelle 4.22). Die Wiederfindungsraten blen mit Rindergehirn kinstlich
kontaminierten Probenmaterialien variierten in abdigkeit der Kontaminationsstufe.
Die hodchsten Wiederfindungsraten traten bei Untdmsog der niedrigsten
Kontaminationsstufe auf. Fur einen achtprozentigémdergehirnzusatz ergab sich eine
durchschnittliche Wiederfindungsrate von 81%, watrdie minimale Wiederfindungsrate
38% und die maximale Wiederfindungsrate 112% betiagr einen einprozentigen
Rindergehirnzusatz ergab sich eine durchschnigli¢fiederfindungsrate von 93%, eine

minimale Wiederfindungsrate von 47% und eine malenvdiederfindungsrate von 148%.
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Abbildung 4.38: Messwerte (Mittelwerte aus Dreifachansatzen) fiirdkte von kinstlich
mit Rindergehirn bzw. Schweinegehirn kontaminiertem Hackfleisch
(Rinderhackfleisch/Schweinehackfleisch  1/1) im Seict-Enzymimmuntest unter
Verwendung des monoklonalen Antikdrpers MBP129Fdirgerantikorper und M2-HRP
als Detektionsantikoérper. Hackfleischproben ohndifaeusatz ergaben Messwerte von
0,02 Einheiten. Bei einem ,cut-off* Wert von 0,Xxttktionseinheiten ergab bovines
Gehirn in Zuséatzen von 0,1% ein positives Ergelddes. maximale Messwert fir Zusatze
von Schweinegehirn (8%) lag bei < 0,1 Einheiten.

Tabelle 4.21:Beispielhaft aufgefihrte Messwerte (Mittelwerte #@xtinktionen bei 450
nm aus Dreifachansatzen) fiur Extrakte von kinstliohit Rindergehirn bzw.
Schweinegehirn  kontaminiertem Hackfleisch im MBmM@aich-Enzymimmuntest
(MBP129/M2-HRP).

Gehirn Messwert (Extinktion bei 450 nm) unter Verwenduog v
von prozentualem Anteil Gehirn an der Fleischmasse BLK
Tierart 8% 4% 2% 1% 0,5% 0,1% 0%

Rind 1,344 0,97 0,865 0,802 0,602 0,134
0,018 0,012
Schwein 0,09 0,034 0,028 0,021 0,024 0,018

BLK: Leerwert (0,5% Triton-X-100/PBS)
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Abbildung 4.39: Zur Uberpriifung der Nachweisgrenze wurde fur dasPMBstsystem
der Quotient aus dem Messwert (Extinktion bei 48() mon 0,1% Rindergehirnzusatz und
dem Messwert des ZNS-Negativkontrollansatzes gebild,1% Rindergehirnzusatz
resultierte im durchschnittlich 3,5fachen Messvaded ZNS-Negativkontrollansatzes.

Tabelle 4.22: Spezifitatskennzahl 3* und Wiederfindungsraten klmmtaminierten rohen
Probenmaterialien im  MBP-Sandwich-Enzymimmuntest BRM29/M2-HRP) in
Abhangigkeit von den Kontaminationsstufen 1% undR3#dergehirn.

Ermittlung unter Verwendung von Detektionsantika@rp2-HRP

Anteil
Fanger- Rind Spezifitats- Wiederfindungsrate (%)
inder-
antikorper h kennzahl 3 (n =12) Nachweisgrenze
gehirn
(n=17) MW SD min.  max.
8% 10,6 81 4 38 112 0,1%
MBP129 . .
1% 9,5 93 438 47 148  Rindergehirn

min.. minimale;max: maximaleMW: Mittelwert; SD. Standardabweichung

Spezifitatskennzahl 3* = Verhaltnis der Extinktiondei 450 nm von mit bovinem Gehirn
kontaminiertem Probenmaterial zu mit porcinem Gekontaminiertem Probenmaterial.

4.2.7 Untersuchung kinstlich kontaminierter, erhitztestienmaterialien

Der Nachweis eines ZNS-Zusatzes gelang auch in tlkiinswarmebehandelten
Fleischerzeugnissen, wobei das Messsignal mit zueetlem Erhitzungsgrad schwacher

wurde (Abbildung 4.40a). Zwar lagen die MessweameéMergleich zu einer nicht erhitzten
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Positivkontrolle (Hackfleisch mit 1% Rindergehirsaiz) ca. 30% niedriger, aber ein
Zusatz von 1% Rindergehirn zum Konservenmaterial iwallen Erhitzungstypen sicher
nachweisbar. Bei einem ,cut-off* Wert von 0,1 ExXtilonseinheiten war ein Zusatz von
0,1% Rindergehirn nicht mehr nachweisbar. Aufgruter Ergebnisse flur erhitzte,
kinstlich kontaminierte Probenmaterialien kann eamer in Vollkonserven erreichbaren
Nachweisgrenze von ca. 0,3% Rindergehirnzusatz egasgien werden, fir andere
Erzeugnisse dirften Nachweisgrenzen von 0,2% éivarc sein (Abbildung 4.40b).
Zusatze von Schweinegehirn in Kesselkonserven ergabKonzentrationen bis 8% keine
Extinktionswerte Uber dem ,cut-off*. Die Wiederfiadgsraten bei den mit Rindergehirn
kiunstlich  kontaminierten  Probenmaterialien vargart in  Abhangigkeit der
Kontaminationsstufen (Tabelle 4.23). Die hochsteneddfrfindungsraten traten bei
Untersuchung der niedrigsten KontaminationsstufelauTestsystem ergab sich fur einen
achtprozentigen Rindergehirnzusatz in Konserven e eindurchschnittliche
Wiederfindungsrate von 103%. Die minimale Wiedaftingsrate betrug 64%, wéhrend
die maximale Wiederfindungsrate 135% betrug. Féridijedem Testsystem mitgefuhrte
Positivkontrolle ergab sich eine durchschnittliaheederfindungsrate von 127% bei einer
Standardabweichung von #8. Die minimale Wiederfindungsrate betrug 107% waie
maximale Wiederfindungsrate betrug 151%.
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Abbildung 4.40a: Nachweis von Gehirnzusatzen in kunstlich kontaentem,
warmebehandeltem Probenmaterial unter VerwendusgSdandwich-Enzymimmuntests
fur MBP (MBP129/M2-HRP). Bei einem ,cut-off* Wertom 0,1 Einheiten war ein Zusatz
von 1% Rindergehirn sicher nachweisbar, fuhrterditigs zu niedrigeren Messwerten im
Vergleich zum nicht wéarmebehandelten Kontrollstaddq41% Rindergehirn). Der
Negativkontrollstandard (0%) ergab Extinktionswevten unter 0,03 Einheiten. Zusatze
von Rindergehirn in einer Konzentration von 0,1% rema negativ. Zusétze von
Schweinegehirn in Kesselkonserven ergaben bis zozéwrationen von 8% keine
ZNS-positiven Messwerte.

—e— Vollkonserve (Rd) —&— 3/4-Konserve (Rd)

—&— Kesselkonserve (Rd) Kesselkonserve (Sw)
0,5

04 -
03 -

0,2
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Messwert (Extinktion bei 450 nm)

Abbildung 4.40b: Ausschnittsvergrof3erung aus Abbildung 4.40a zud¥etlichung der
Nachweisgrenze fur MBP in Konserven. Wahrend eirsafzi von Rindergehirn in
Vollkonserven ab Gehalten von ca. 0,3% nachweishkar, konnten in den Ubrigen
Erzeugnissen bereits Gehalte von 0,2% nachgewieseten.
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Tabelle 4.23: Wiederfindungsrate der kontaminierten erhitztemb@nmaterialien im
MBP-Sandwich-Enzymimmuntest (MBP129/M2-HRP) in Abb#keit von den
Kontaminationsstufen 1% und 8% Rindergehirn.

untersuchte Anteil Wiederfindungsrate (%) (n =4) Nachweisgrenze
Konserven  Rindergehirn MW min. max. (% Rindergehirn)
8% 96 64 125
Vollkonserve 0,3
1% 88 73 113
8% 99 64 117
Y2-Konserve 0,2
1% 200 76 377
8% 115 79 135
Kesselkonserve 0,2
1% 154 123 199

min.. minimale;max: maximale MW: Mittelwert

4.2.8 Kreuzreaktivitat mit den Spezies Schaf und Ziege

Eine weitergehende Prifung der Testspezifitat uMerwendung von Gehirnmaterial
anderer Wiederkduerspezies (Schaf und Ziege) zedsss das Testsystem begrenzt
rinderspezifisch ist und in geringerem Umfang aantere Wiederkauer-ZNS-Materialien
erkannt werden (Abbildung 4.41). Es konnte fiur ZM8&terial der Tierart Schaf eine
Kreuzreaktivitat von 60% und fur ZNS-Material delefart Ziege eine Kreuzreaktivitat
von 64% im MBP-Testsystem berechnet werden. Furnditgefihrte Positivkontrolle
ergab sich eine durchschnittliche Wiederfindungsvain 117% (60-248%).
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Messwert (Extinktion bei 450 nm)

Gehirnkonzentration im Extrakt 100 pg/ml

Abbildung 4.41: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion bei 45@n) von Gehirnextrakt

(Konzentration jeweils 100 ung Gehirndquivalent/ml xtrekt)  verschiedener
Wiederkauerspezies im Sandwich-Enzymimmuntest fBPMMBP129/M2-HRP). Die

Messwerte fur ZNS-Material der Spezies Schaf uneg&iwaren jeweils weitgehend
identisch. Es konnte eine Kreuzreaktivitdt von 6(8B¢haf) bzw. 64% (Ziege) ermittelt
werden.

4.2.9 Kreuzreaktivitat mit den Spezies Pferd, Pute, Huha Kaninchen

Eine weitergehende Prifung der Testspezifitat udtawendung von Hackfleisch, dem
Gehirn verschiedener anderer Spezies beigemischtdewowar, zeigte, dass das
Testsystem deutlich rinderspezifisch bzw. wiedeekgpezifisch ist. Pferdegehirn in
Konzentrationen von 8% fiihrte zu schwachen Extimigwerten im Bereich des ,cut-off*
Wertes von 0,1 Extinktionseinheiten (Tabelle 4.28bildung 4.42). Es konnte fir ZNS-
Material der Tierart Pferd eine Kreuzreaktivitdt MBP-Testsystem von 14% berechnet
werden. Gehirn von Kaninchen, Pute und Huhn wallen Konzentrationen negativ. Flur
die Positivkontrolle (1% Rindergehirnzusatz) ergaich eine durchschnittliche

Wiederfindungsrate von 103%.
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Tabelle 4.24: Beispiel fur die Reaktivitdt des Sandwich-Enzymiomtests fir MBP
(MBP129/M2-HRP) mit Gehirnmaterial verschiedeneeBes. MBP-positive Messwerte
im Fettdruck.

prozentualer Messwerte (Extinktion bei 450 nm) flr Zusatz vorh{&evom
Zusatz zu ) .
_ Rind Pferd Pute Huhn Kaninchen
Hackfleisch
8% 0,857 0,113 0,039 0,033 0,062
2% 0,666 0,044 0,025 0,022 0,037
1% 0,422 0,024 0,018 0,022 0,03
0,5% 0,299 0,018 0,017 0,021 0,01
0% 0,026 0,017 0,019 0,02 0,019
— —— Rind —&— Pferd —#— Pute —— Huhn —e—Kaninchen
€ 0,9
S 0,8+
Y07
[}
2 0,6
c
2 05 -
< 04 -
o 0.3 -
= 0,2 -
g 0,1— -A— cut-off
@ 0 —— —————1
= 0 0,5 1 2 8

Gehirnzusatz (%)

Abbildung 4.42a: Beispiel (vergleiche Tabelle 4.25) fur die Reaikditv (Extinktion bei
450 nm) von Gehirnmaterial verschiedener SpeziesSandwich-Enzymimmuntest fur
MBP (MBP129/M2-HRP). Fur Gehirnmaterial der Speziéderd konnte eine
Kreuzreaktivitat von 14% berechnet werden.
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Abbildung 4.42b: Beispiel (vergleiche Tabelle 4.25) fur die Reaikditv (Extinktion bei
450 nm) eines achtprozentigen Gehirnzusatzes vedsater Spezies zu Hackfleisch im
Sandwich-Enzymimmuntest fur MBP (MBP129/M2-HRP).

4.2.10 Gewebespezifitat des Testsystems

Bei einer Uberprifung der Gewebespezifitit des MRBRdwich-Enzymimmuntests
(MBP129/M2-HRP) zeigte sich, dass das Testsystantlidke ZNS-spezifisch ist. Selbst in
hohen Konzentrationen ergaben weder MuskulaturRiad und Schwein noch zahlreiche
Organe adulter Rinder positive Ergebnisse obertadb ,cut-off* Wertes von 0,1
Extinktionseinheiten (Tabelle 4.25). Die Messweadt eingesetzten Proben entsprachen
den niedrigen Messwerten fur den ZNS-Negativkolgnslatz, der durchschnittlich 0,028
Extinktionseinheiten betrug (Abbildung 4.43). EiQeaantifizierung der Proben anhand der
Rindergehirnstandardextraktkurve war somit nicht ghoh. Fir den in jeder
Testdurchfiihrung mitgefihrten ZNS-Positivkontroiatz (1% Rindergehirnzusatz) ergab
sich eine durchschnittliche Wiederfindungsrate vbhl1%. Wahrend die minimale

Wiederfindungsrate 85% betrug, ergab sich eine maba Wiederfindungsrate von 140%.
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Tabelle 4.25: Beurteilung der Reaktivitdt des MBP-Sandwich-Enagmuntests
MBP129/M2-HRP mit weiteren Gewebearten. Die Bewsgtigrundlage stellten sieben
Testdurchfihrungen dar.

untersuchtes Gewebe Beurteilung der Reaktivitat

Euter -
Herz -
Leber -
Lunge -
Muskulatur -
Niere -
Pansen -

Zunge -

-: keine Reaktivitat vorhanden (Extinktion <0,1 iBktionseinheiten)

g 0,03

§ 0,025 ~

g 0,02 +

= 0,015 -

i)

2 0,01 -

=

5 0,005 ~

:: 0 1 T T T
(]

7 2 v & > o &

73 N & ‘0 Q > 2 S

3 < < ¥ W (3{.\‘} N T /\,
= @\5

untersuchtes Gewebe in einer Extraktkonzentration von 1 mg/ml

Abbildung 4.43: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion bei 450nj) von verschiedenen
Geweben in einer Extraktkonzentration von 1 mgimMBP-Sandwich-Enzymimmuntest
MBP129/M2-HRP. Die Proben ergaben mit der Negatiwiale vergleichbare

Messwerte.
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4.2.11 Untersuchung von Handelsproben

Zur Uberpriifung des moglichen Einflusses von Zuta@ewirzen, Krautern, Gemise,
etc.) zu Fleischwaren wurden auch mit dem Testsystér MBP verschiedene
Probenmaterialien (Roh-, Bruh-, Kochwirste und déleerzeugnisse auf der Basis von
Fleisch der Tierarten Schwein, Rind (auch Kalb)tePtduhn, Truthahn, Kaninchen und
Wildschwein) aus dem Handel untersucht. Zur Ubdgmg der Anwendbarkeit des
Testsystems auf weitere Probenmatrices wurden &lartdelsproben Hautcreme und
Fruchtgummi untersucht. Die Ergebnisse zeigters dls 69 Proben ausnahmslos negativ
waren (Abbildung 4.44). Die Bewertungsgrundlagelltstehierbei eine vier- bis
neunmalige Untersuchung jeder Probe dar. Der ZNgabtie&kontrollansatz (reines
Hackfleisch) ergab Messwerte im Bereich von 0,0870p033 Extinktionseinheiten. Der
Einsatz von reinem Verdunnungspuffer (0,5% Tritord00/PBS) ergab vergleichbare
Messwerte im Bereich von 0,004 bis 0,039 Extinldminheiten. Der ZNS-
Positivkontrollansatz (1% Rindergehirnzusatz, emgisipend 10 pg Gehirnaquivalent/ml
Extrakt), der typischerweise in einem Messwert voa. 0,5 Extinktionseinheiten
resultierte, ergab eine durchschnittiche Wiededimgsrate von 96% bei einer
Standardabweichung von 88. Die minimale Wiederfindungsrate betrug 34%e di
maximale Wiederfindungsrate betrug 159%. Dies higstd die Anwendbarkeit des
Enzymimmuntests fur die Untersuchung von PraxisgmolDieselben Probenmaterialien
waren ebenfalls im GFAP-Testsystem untersucht wordel auch hier als ZNS-negativ
erkannt worden.
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Abbildung 4.44: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion bei 450mh der untersuchten
Handelsproben in einer Extraktkonzentration vondglmh im Sandwich-Enzymimmuntest
fur MBP auf der Basis von Fangerantikbrper MBP 188 Detektionsantikorper M2-HRP.
Die Proben ergaben mit der Negativkontrolle vedlibare Messwerte.

4212 Standardisiertes Extraktionsverfahren

42121 Einfluss verschiedener Extraktionsmittel

Die Uberprufung des Einflusses verschiedener Etitmagmittel auf den Sandwich-
Enzymimmuntest fur MBP (MBP129/M2-HRP) zeigte, dasish grundsatzlich alle
untersuchten Extraktionsmittel zur Extraktion vonBRI aus Rindergehirn eignen
(Abbildung 4.45). Da aber Extrakte, die mit 1% SPS8ést. gewonnen wurden, in den
hochsten Messwerten (Extinktion bei 450 nm) resd#nh, wurde es unter
Bertucksichtigung der Ergebnisse des Sandwich-Enmymintest fur GFAP als

Standardextraktionsmittel gewahlt.
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Abbildung 4.45: Beispiel fur die Reaktivitat (Extinktion bei 450n) von Rindergehirn
(100 pg Gehirnaquivalent/ml Extrakt), welches mérschiedenen Extraktionsmitteln
extrahiert wurde, im Sandwich-Enzymimmuntest fur RIB(MBP129/M2-HRP).
Grundsatzlich eigneten sich alle untersuchten Etitnasmittel.

4.2.12.2 Reproduzierbarkeit der Standardextraktionsmethode

Die Reproduzierbarkeit der Extraktion von MBP augh{®&material wurde durch
wiederholte Extraktion (n = 5, zwei verschiedenegd)a von Rindergehirn und
Schweinegehirn und Bestimmung der Messwerte im 8@aheEnzymimmuntest Uberprift
(Abbildung 4.46). Es zeigte sich, dass mit Variasicoeffizienten von rund 8% fir
Rindergehirn bei Extraktion des MBPs mit 1% SDS#SM bei 95 °C eine sehr gute
Reproduzierbarkeit gegeben war. Die Variationskoieiiten fir Schweinegehirn
schwankten starker, da hier stets nur sehr niedvigeswerte deutlich unterhalb des
~cut-off* Wertes erzielt wurden. Ein wesentlicheoNeil lag zudem in der Tatsache, dass
die Reproduzierbarkeit der Extraktion auch fur diexchweis von GFAP gegeben war.
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Abbildung 4.46: Messwerte im Sandwich-Enzymimmuntest fur MBP naakhrfacher
Extraktion von Rinder- bzw. Schweinegehirn. Extiahkéen |-l erfolgten an Tag 1,
Extraktionen IV und V an Tag 2. Die Extrakte wurdamm Erreichen des Messbereiches
des Testsystems jeweils 1: 1.000 in 0,5% Triton@®/PBS verdinnt. Die
Variationskoeffizienten lagen bei 8,1% (Rindergehlvzw. bei 17% (Schweinegehirn).

4.2.13 Haltbarkeit der im Enzymimmuntest verweaddReagenzien

Die Haltbarkeit der zur Durchfiihrung des SandwictzEnimmuntests MBP129/M2-HRP
fur MBP bendtigten Reagenzien erwies sich Uberrefwtraum von funf Wochen stabil
(Abbildung 4.47). Spezifitdt und Sensitivitat degsisystems waren auch nach funf
Wochen unveréandert. Abbildung 4.48 zeigt den Kuveelauf von Rinder- und

Schweinegehirnextrakt im Testsystem nach einer éwéiihrung von einer bzw. funf

Wochen.
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Abbildung 4.47: Vergleich der Messwerte (Extinktion bei 450 nm) finder- und
Schweinegehirnextrakt (Extraktkonzentration 11,Imlgim Sandwich-Enzymimmuntest
MBP129/M2-HRP Uber einen Aufbewahrungszeitraum 6 agen.
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Gehirnkonzentration im Extrakt (ug/ml)

Abbildung 4.48: Kurvenverlauf des Rinder- und Schweinegehirnexésmkm Testsystem
MBP129/M2-HRP, das eine bzw. finf Wochen gelagentde.

4.2.14 MBP-Gehalt in Rindergehirn

Durch parallele Erstellung von bMBP-Reinproteingi@alkurven und

Rindergehirnextraktstandardkurven auf einer Mikeopilatte des Testsystems
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MBP129/M2-HRP konnte der Antigengehalt der Gehitregtlésung berechnet werden.
Der daraus ermittelte bMBP-Gehalt in Rindergehidger unter Verwendung der
Gehirnextraktkonzentrationen von 3,7 pg/ml bis 10§'ml berechnet wurde, lag im
Konzentrationsbereich von 17,27 bis 40,2 mg/g. iMBP-Gehalt betrug durchschnittlich
rund 30 mg/g.

4.2.15 Verkirzung der Testdauer

Eine Verkirzung der Testdauer uber eine Reduziederginkubationszeiten hatte eine
Verminderung der Sensitivitat des Testsytems zlgd-dn der Rindergehirnstandardkurve
sank die Nachweisgrenze um das zehnfache. Eine eftmation von 10 pug
Gehirndquivalent/ml Extrakt resultierte in einem ddéwert im Bereich des ,cut-off*
Wertes von 0,1 Extinktionseinheiten. Die untersanh®Proben sowie die Negativkontrolle
resultierten in vergleichbaren Messwerten, wahrehe Positivkontrolle niedrigere
Messwerte ergab. Die berechnete Wiederfindungsrdghte sich auf ca. 150%. Auf eine
zusatzliche Erh6hung des Gehaltes an monoklonatdik@pern im Testsystem wurde
verzichtet, da ein solches Testsystem aufgrund etesmen Kostenaufwandes fur die
Routinediagnostik uninteressant war. Eine Verkigzuder Testdauer Uber eine
gemeinsame Reaktion von monoklonalem Fangerangkarpd Antigen fiuhrte ebenfalls
zu einer Verminderung der Sensitivitat des Testsyst In der Rindergehirnstandardkurve
sank die Nachweisgrenze um das zehnfache, so ges&mdergehirnkonzentration von
10 pg/ml im Extrakt in einem Messwert im Bereichut;off* Wertes resultierte. Die
untersuchten Proben sowie die Negativkontrolleltiesten in vergleichbaren Messwerten,
wahrend die Positivkontrolle niedrigere Messwergab, die nur geringfiigig oberhalb des
.cut-off* Wertes lagen. Die berechnete Wiederfindsrate erhohte sich auf 126%.
Aufgrund des Sensitivitatsverlustes wurden beidedre nicht weiter verfolgt.

4.2.16 Indirekter MBP-Enzymimmuntest nach HOLTBHEERK(2004)

Auf der alleinigen Basis des Antikdrpers MBP129 wan HOLTBECKER (2004) ein

indirekter Enzymimmuntest fur spezifiziertes Risikaterial beschrieben worden, bei dem
Mikrotiterplatten mit Probenextrakt beschichtet der (16 h) und anschliel3end
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gebundenes Proben-MBP mittels MBP129 detektiert devur(Farbreaktion unter
Verwendung von anti-Maus-1gG-HRP), &hnlich dem Aatiserumtiterbestimmung in der

vorliegenden Arbeit verwendeten Verfahren.

Orientierend durchgefuihrte eigene Experimente uM@&mwendung des von Holtbecker
(2004) beschriebenen Testprotokolls hatten gezeigss MBP129 beim Einsatz von
Reinproteinstandardlosung  (Abbildung 4.49) bzw. beeinen Gehirnextrakten
(Abbildung 4.50) tatsachlich nur minimale Reak#viimit porcinem MBP aufwies. Flr
kunstlich mit Gehirn vom Rind bzw. vom Schwein lkaminiertes Hackfleisch (Schweine-
und Rinderhackfleisch, 1/1) wurden jedoch erhelkli€mobenmatrixeinfliisse festgestellt,
die zu schlecht reproduzierbaren Messwerten (Maniskoeffizienten der Messwerte von
Vierfachbestimmungen eines Extraktes bis meist >508bweise >100%), zu relativ
hohen Messwerten flr mit Schweinegehirn kontamiemerProbenmaterial sowie fir die
Negativkontrolle fuhrten (bis >0,3 Extinktionseintea; Abbildung 4.51). Ein ,cut-off*
Wert, der rund der dreifachen Extinktion des ZNSyaterkontrollansatzes entspricht, lage
bei 0,6 Extinktionseinheiten. Hieraus resultierieeeNachweisgrenze fir Zuséatze von
bovinem Gehirn von lediglich ca. 8%, wobei allegindie Variabilitdt der Messwerte
(Variationskoeffizienten) deutlich unter den UbkchAnforderungen an Enzymimmuntests
lag. Eine in vorliegender Arbeit beschriebene Stadgelxtraktion mit 1% SDS/A.dest.
anstelle der von HOLTBECKER (2004) beschriebenerakkonsmethode resultierte
zwar sowohl in héheren Messwerten als auch in Fh&pezifitditskennzahlen, jedoch
konnte weder die Nachweisgrenze noch die Varidbitier Messwerte verbessert werden
(Abbildung 4.52; Tabelle 4.26). Zudem dauerte detetsuchungsgang zwei Tage. Im
Hinblick auf die Zielsetzung der eigenen Arbeit deidieses System als nicht ausreichend

angesehen.



4. ERGEBNISSE 144

—e—DbMBP —8—pMBP

0om - —n - —8—— e
0 0457 1.4 41 123 37  111,1 333,3 1000

MBP-Konzentration (nhg/ml)

Messwert (Extinktion bei 450 nm)
N

Abbildung 4.49. Spezifitit des monoklonalen Antikrpers MBP129 r fi
Reinproteinlésungen unter Verwendung des Testpotiokeon HOLTBECKER (2004).
Beschichtung der Mikrotiterplatten mit Verdinnuregsen von bovinem bzw. porcinem
MBP. Die maximalen Extinktionswerte fur porcines Miggen bei 0,042 Einheiten.
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Abbildung 4.50: Spezifitat des monoklonalen Antikdrpers MBP129 @Gehirnextrakte
unter Verwendung des Testprotokolls von HOLTBECKERO04). Beschichtung der
Mikrotiterplatten mit Verdunnungsreihen von bovindoaw. porcinem Gehirnextrakt
(vergleichend eingesetzte Extraktionsmittel 1% SD&st. und 0,1 molare Salzséure).
Die maximalen Extinktionswerte flir porcinen Gehxinakt lagen bei 0,173 Einheiten.
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Abbildung 4.51: Messwerte (Mittelwerte mit Standardabweichung Yiesfachansatzen)
fur Extrakte von kinstlich mit Rindergehirn bzw. h8®inegehirn kontaminiertem
Hackfleisch im Enzymimmuntest unter Verwendung deenoklonalen Antikdrpers
MBP129. Beschichtung der Mikrotiterplatten mit vié@nditem Extrakt von kinstlich
kontaminiertem Hackfleisch nach Extraktion mit larer Salzsaure.
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Abbildung 4.52: Messwerte (Mittelwerte mit Standardabweichung Higsfachansatzen)
fur Extrakte von kinstlich mit Rindergehirn bzw. h8@inegehirn kontaminiertem
Hackfleisch im Enzymimmuntest unter Verwendung deenoklonalen Antikdrpers
MBP129. Beschichtung der Mikrotiterplatten mit vi@nditem Extrakt von kinstlich
kontaminiertem Hackfleisch nach Extraktion mit 1%SA.dest..
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Tabelle 4.26:Vergleich der Merkmale der beschriebenen Testsystér MBP.

Antell MBP-EIA (HOLTBECKER, 2004)
Merkmale der MBP-EIA

Rinder- _ _
Testsysteme _ (diese Arbeit)  HCI-Extrakte SDS-Extrakte

Gehirn

N 8% 10,6 7,3 17,5
Spezifitatskennzahl
1% 9,5 1,2 15
Wiederfindungsrate 8% 80,7 (38-112) 21,1 (5,6-40,7)
(%; MW) 1% 93 (47-148) 56 (12-103)
~cut-off* Wert
(dreifache Extinktion des 0,1 0,6 0,6
Negativkontrollansatz)
Nachweisgrenze
0,1 8 8

(% Rindergehirn)

n.u. nicht untersuchtW: Mittelwert

4.2.17 Charakterisierung der AntikOrperspezifitéittels Immunoblot
42.17.1 Western Blot des MBP-Reinproteins und@elsirnextraktes

Wahrend die elektrophoretisch aufgetrennte bovin@PNReinproteinldsung eine stark
ausgepragte Bande bei einem geschatzten Molekwhantge von 17 kDa und zwel
schwachere Banden bei 16 kDa und 18 kDa aufwiegaberdie porcine MBP-
Reinproteinlésung eine stark ausgepragte Bandeeipem Molekulargewicht von ca.
17 kDa und funf schwachere Banden bei 8, 10, 12uridt 15 kDa. Rindergehirnextrakt
und Schweinegehirnextrakt resultierten in zahlrercBanden. In beiden Extrakten waren
vier stark ausgepragte Banden bei einem Molekwhgde von ca. 19, 46, 60 und 66 kDa
und zwei schwach ausgepragte Banden bei einem Malglewicht von ca. 28 und

34 kDa nachweisbar.
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4.2.17.2 Charakterisierung der Antiseren und Koaifeegm Immunoblot unter
Verwendung von MBP-Reinprotein

Bei der Charakterisierung der anti-bMBP-AntiserehMBP-Reinprotein zeigte sich unter
Verwendung der Antiseren M2 und MBP129 die intestgiv Bandenfarbung. Die
polyklonalen Antikdrper farbten bovines und porsinBrotein gleichermalRen an und
erwiesen sich als rinderunspezifisch. Die monoKkemantikdrper MBP129 farbten nur
die Banden des bovinen Proteins an und erwiesem swmnit als rinderspezifisch
(Tabelle 4.27). Keines der untersuchten Antiseéehbté weitere, unspezifische Banden an.
Das als ZNS-Negativkontrolle eingesetzte BSA waalien Fallen ohne sichtbare Bande
(Abbildung 4.53).

Bei der Charakterisierung der anti-bMBP-Konjugaté MBP-Reinprotein zeigte sich
unter Verwendung des Konjugats M2-HRP die intetsiv8andenfarbung. Alle
untersuchten Konjugate farbten bovines und porciRestein gleichermalRen an und
erwiesen sich als rinderunspezifisch (Tabelle 4.8 Konjugate farbten weder die ZNS-

Negativkontrolle BSA noch weitere, unspezifischex@an an (Abbildung 4.53).

3 A 3 Konjugat
AR 2 G102 AS MBP129
Lo
- T
- pM bM
- pM bM S - pMbM S bM pM S«

AS Antiserum;S. Molekulargewichtsmarkerprotein

Abbildung 4.53: Charakterisierung der anti-bMBP-Antiseren und —jkigate im
Immunoblot mit bovinem MBPbM) und porcinem MBPM). Als ZNS-Negativkontrolle
(-) wurde BSA verwendet.
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Tabelle 4.27: Charakterisierung der anti-bMBP-Antiseren im Immblot mit MBP-
Reinprotein. Rinderspezifische Antiseren, die nwvibes MBP anfarbten, sind im
Fettdruck dargestellt.

Antiserum Bandenintensitdes bMBPs Reaktivitat mit b/pMBP
M1 + -
M2 +++ -
M3 + -
MBP129 +++ +

Beurteilung: 1 — keine sichtbare Bande, (+) schwach sichtbagt+sichtbare, ++ stark sichtbare,
+++ sehr stark sichtbare Band@, - rinderunspezifisch, (+) bedingt rinderspezifisct
rinderspezifisch

Tabelle 4.28: Charakterisierung der anti-bMBP-Konjugate im Immblot mit MBP-
Reinprotein.

Konjugat Bandenintensitdes bMBPs Reaktivitat mit b/pMBF
M1-HRP (+) -
M2-HRP ++ -
M3-HRP (+) -
Beurteilung: 1 — keine sichtbare Bande, (+) schwach sichtbagjt+sichtbare, ++ stark sichtbare,
+++ sehr stark sichtbare Band@, — rinderunspezifisch, (+) bedingt rinderspeziisct

rinderspezifisch

4.2.17.3 Charakterisierung der Antiseren und Koajegm Immunoblot unter

Verwendung von Gehirnextrakten

Bei der Charakterisierung der anti-bMBP-Antiseren it mRinder- und
Schweinegehirnextrakten zeigte sich unter Verwegdder Antiseren M2 und MBP129
die intensivste Bandenfarbung. Antiserum M2 erwiesieh als bedingt rinderspezifisch.
Unter Verwendung dieses Antiserums farbten sichrzaveh im Schweinegehirnextrakt
die MBP-Banden an, jedoch wiesen die Banden im &gehirnextrakt eine geringgradig
intensivere Farbung auf. Die monoklonalen AntikérpdBP129 farbten nur die MBP-
Banden im Rindergehirnextrakt an und erwiesen sighit als rinderspezifisch. Die
ubrigen Antiseren farbten Banden im Rinder- undvwBshegehirnextrakt vergleichbar an
und erwiesen sich somit als rinderunspezifisch €llab4.29). Keines der untersuchten

Antiseren farbte weitere, unspezifische Banden Bas als ZNS-Negativkontrolle



4. ERGEBNISSE 149

eingesetzte BSA war in allen Fallen ohne sichtiBaade (Abbildung 4.54). Bei der
Charakterisierung der anti-obMBP-Konjugate mit Rindeind Schweinegehirnextrakt
zeigte sich unter Verwendung des Konjugats M2-HiRAmdensivste Bandenfarbung. Alle
untersuchten Konjugate farbten bovines und porciRestein gleichermalRen an und
erwiesen sich als rinderunspezifisch (Tabelle 4.20)e Konjugate farbten weder die
ZNS-Negativkontrolle BSA noch weitere, unspezifiscBanden an (Abbildung 4.54).
Beim Vergleich verschiedener Extraktionsmittel imnhunoblot mit Antiserum M2 und
anti-Kaninchen-Detektionsantikorpern konnte mitealluntersuchten Extraktionsmitteln

bovines MBP extrahiert und nachgewiesen werdengll@i.31).

Tabelle 4.29: Charakterisierung der anti-obMBP-Antiseren im Immblot mit
Gehirnextrakten von Rind und Schwein. Rinderspsdife Antiseren, die nur bovines
MBP anfarbten, sind im Fettdruck dargestellt.

Reaktivitat mit Rinder- und

Antiserum Bandenintensitdes bMBP<
Schweinegehir
M1 ++ -
M2 +++ (+)
M3 (+) -
MBP129 +++ +

Beurteilung: 1 — keine sichtbare Bande, (+) schwach sichtbagt+sichtbare, ++ stark sichtbare,
+++ sehr stark sichtbare Bande&: - rinderunspezifisch, (+) bedingt rinderspeztiisc
+ rinderspezifisch

Tabelle 4.30: Charakterisierung der anti-bMBP-Konjugate im Immbiot mit
Gehirnextrakten von Rind und Schwein.

Reaktivitat mit Rinder- und

Konjugat Bandenintensitdes bMBPs

Schweinegehir
M1-HRP - -
M2-HRP ++ -
M3-HRP (+) -

Beurteilung: 1 — keine sichtbare Bande, (+) schwach sichtbagt+sichtbare, ++ stark sichtbare,
+++ sehr stark sichtbare Bande&: — rinderunspezifisch, (+) bedingt rinderspeztiisc
+ rinderspezifisch
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Antiserum M2 | Antiserum MBP129

Abbildung 4.54: Charakterisierung der anti-oMBP-Antiseren und -Kigage im
Immunoblot mit RindergehirnextrakR(), Schweinegehirnextrakb¢) und bovinem MBP
(bM). Als ZNS-Negativkontrolle wurde BSA (-) bzw. Madgargewichtsmarkerprotein (S)
verwendet.

Tabelle 4.31: Vergleich verschiedener Extraktionsmittel im Imroblot mit Antiserum
M2 und anti-Kaninchen-Detektionsantikorper.

Gehirn von Tierart Extraktionsmittel MBP-Nachweis

A.dest. ++
PBS +)
TBS +)

1% SDS/A.dest. ++

Rind 0,1% SDS/A.dest. ++
1% Tween/A.dest. +

0,1% Tween/A.dest. (+)

1% SDS/PBS ++

1% Tween/PBS ++

Schwein 1% SDS/A.dest. +

Beurteilung + MBP-Bande sichtbar; - keine MBP-Bande sichtbar
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4.2.17.4 Sensitivitat der angewendeten Western8&ihode

Zur Uberprifung der Sensitivitat der angewendetemstn Blot Methode nach
Elektrophorese und Blotting wurde Bovines SerumalinuBSA) in Konzentrationen von
0,023 pg/Geltasche bis 3 pg/Geltasche aufgetrd8®A wies eine stark ausgepragte
Bande bei ca. 66 kDa und zwei schwach ausgepréatde® bei ca. 48 kDa und 90 kDa
auf. Die Nachweisgrenze lag bei einer Proteinkotradon von 0,047 pg/Geltasche
(10 ul), was einer Proteinkonzentration von 9,4migh der Probenlésung entspricht. Eine
Proteinkonzentration von ca. 0,5 pg/Geltasche peathiend 100 pg/ml Probenldsung)
ergab eine optimale Bandenintensitat (Abbildundp}.5

Zur Uberprifung der Sensitivitat der angewendetemstn Blot Methode nach

Immundetektion wurde bovines MBP in einer Konzemravon 0,039 ug/Geltasche bis
5 ug/Geltasche aufgetragen und mit Antiserum M2 emidprechendem anti-Kaninchen-
HRP-Konjugat immundetektiert. Die Nachweisgrenzg bai 0,039 pug/Geltasche (10 pl),
was einer Proteinkonzentration von 7,8 pupg/ml Prtismg entspricht. Eine

Proteinkonzentration von 0,313 pg/Geltasche bzw 68,6 pg/ml Probenlésung ergab
eine optimale Bandenintensitat (Abbildung 4.56).

BSA-Gehalt
(je Geltasche):

0,023 ug
0,047 ug
: 0,094 g
: 0,188 pg
: 0,375 ug
10,75 ug
:1,5ug
13 ug

O~NOOITRA WNPE

S: Molekulargewichts-
SUNER2 i 3ed5.. 6 7. 8 markerprotein

Abbildung 4.55: Ergebnis der Auftrennung von BSA in einer Konzatidén von
0,023 pg/Geltasche bis 3 pg/Geltasche nach Eldktrese und Blotting. Eine
Proteinkonzentration von 0,047 pg/Geltasche konatd nachgewiesen werden.
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MBP-Gehalt
(je Geltasche):

15 ug
12,5 ug
11,25 ug

: 0,625 ug
: 0,313 ug
: 0,156 pg
: 0,078 pg
: 0,039 ug

5
O~NOOOITRWNPE

By i3 4 ET Bl 75¢ S S: Molekulargewichts-
markerprotein

Abbildung 4.56: Ergebnis der Immundetektion von bovinem MBP ireeikonzentration
von 0,039 pg/Geltasche bis 5 pg/Geltasche untew&fedtung des Antiserums M2. Eine
Proteinkonzentration von 0,039 pg/Geltasche konatd nachgewiesen werden.
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5 DISKUSSION

Es bestehen kaum noch Zweifel daran, dass die Nawnante der Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit die humane Form der BSE ist (HILL et d@997; BRUCE et al.,, 1997;
ALMOND und PATTISON, 1997; PRUSINER, 1997; LASMEZAS al., 2001). Somit
liegt eine potentielle Gefahrdung des Menschenduwch kontaminierte Lebensmittel zu
erkranken. Die Zahlen der positiv auf BSE getest@iere sind zwar in den letzten Jahren
deutlich ricklaufig, aber es treten immer noch getelich BSE-Félle in Deutschland auf.
Die sich daraus ergebende Notwendigkeit einer me@éigen Kontrolle besonders
gefahrdeter Lebensmittel auf eine mdgliche Kontatnom mit SRM erfordert die
Entwicklung eines speziesspezifischen, empfindicheschnell und einfach
durchzufiihrenden Nachweisverfahrens. Molekularigisiche und physikalisch-chemische
Verfahren zum Nachweis von SRM erfordern nebenneigeof3en technischen Aufwand
besonders qualifiziertes Personal und sind dahermieschranktem Umfang fir eine
breit angelegte  Routinediagnostik  anwendbar.  Eine lterdative  stellen
enzymimmunologische Nachweisverfahren dar, die sidbrch hohe Spezifitat,
Empfindlichkeit und einfache Durchfuhrbarkeit ausheen und einen hohen
Probendurchsatz ermdglichen (CHU, 1986). Die Ertlwig praktikabler
enzymimmunologischer Nachweisverfahren fir SRMtnstz vieler Bemihungen bisher
aufgrund der unzureichenden Tierartspezifitdit umbdigend (HORLACHER et al.,
2001).

5.1 Erstellung eines GFAP-Sandwich-Enzymimmuntests

Bei den derzeit kommerziell erhaltlichen TestsysirnRidascreen® Risk Material 10/5
und ScheBo® Brainostit! Test handelt es sich um Sandwich-Enzymimmuntegsauf
einem Nachweis des Markerproteins GFAP basieresadhtich fir die Verwendung von
GFAP als Markerprotein ist einerseits dessen ZN&zHigat und andererseits dessen
Hitzestabilitat. Zudem liegen aus der humanmedzimen Forschung zahlreiche
Informationen Uber dieses Protein vor. Nachteily jedoch bei der Verwendung von
GFAP als ZNS-Markerprotein, dass es nur eine setinge Tierartspezifitat aufweist und
der GFAP-Gehalt im Riuckenmark vier- bis funfmal @btst als im Gehirn (SCHMIDT et
al., 1999b) mit der Konsequenz, dass Testsysteemaudidiesem Protein beruhen nicht far
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eine Quantifizierung des ZNS-Gehaltes geeignet.sii@ kommerziellen Sandwich-
Enzymimmuntests haben beispielsweise zwar nach téllerangaben eine
Nachweisgrenze von 0,1% ZNS-Zusatz, aber detektiaeben bovinem sowie ovinem
und caprinem ZNS-Material auch porcines, equinesd wavidres ZNS-Material
(ANONYM, 2001a; ANONYM, 2002).

Ein von RENCOVA (2005) entwickelter indirekter, kpetitiver Enzymimmuntest, der
auf einem GFAP-Nachweis basiert, weist zudem naok geringe Testempfindlichkeit
auf. Bei Verwendung monoklonaler anti-oGFAP-Antiér konnte in diesem Testsystem
nur eine Nachweisgrenze von 10% ZNS-Zusatz errevobtden. Deshalb ist dieses
Testsystem fir die immunchemische Detektion von BlaAgeeignet (RENCOVA, 2005).
In der vorliegenden Arbeit sollte ein enzymimmurgidches Verfahren auf der Basis von
GFAP mit verbesserter Tierartspezifitdt entwicke#éirden. Zum Nachweis von bovinem
GFAP in Fleischerzeugnissen wurde ein Testsystem Fonmat eines Sandwich-
Enzymimmuntests gewahlt. Durch Verwendung von Immagenzien im Uberschuss
zeichnet sich dieses Verfahren gegenuber kompatitiverfahren durch eine héhere
Testsensitivitat aus. Zudem wird die Kinetik dertikarper-Antigen-Reaktion durch in der
Probenmatrix enthaltene Substanzen weniger besstfl(EKINS, 1985; EKINS 1989;
ANGLER, 2000). Beim Sandwich-Enzymimmuntest ist ddatigenkonzentration in
Proben direkt proportional der Farbentwicklung. Eiiire optimale Testdurchfiihrung ist es
wichtig, unspezifische Hintergrundfarbungen zu veidan. Aufgrund dessen ist fur eine
hohe Aussagekraft des Testverfahrens eine exaktehfdinrung des Tests ebenso wichtig

wie die Qualitat der verwendeten ImmunreagenzieMGRAER, 2000).

Das entwickelte Testsystem P3/G5-HRP weist eindlidewerbesserte Tierartspezifitat
auf. Die Reaktivitat mit ZNS-Material der TiertaBichwein konnte auf ein Minimum
reduziert werden. Es wurde jedoch auch Reaktivitdt ZNS-Material von Pferd und
Kaninchen festgestellt, was in der Praxis von w@aerdneter Bedeutung zu sein scheint.
Beides ist ein seltenes Schlachtnebenprodukt, dasler Regel nur in speziellen
Schlachtbetrieben anfallt. Die Kreuzreaktivitat swei der Auswertung der Ergebnisse
jedoch bertcksichtigt werden. Entgegen der von HO®RHER et al. (2001) im Rahmen
des Nachweises von GFAP beobachteten Kreuzreaittmit Geflligelfleisch konnte im
entwickelten GFAP-Sandwich-Enzymimmuntest weder@atliigelfleisch noch mit ZNS-

Material von Huhn und Pute Reaktivitat festgesteltrden. Grundsatzlich weist das
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Testsystem eine ausgepragte ZNS-Spezifitdt aufp d=n konnte weder mit anderen
Geweben noch mit ausgewahlten Organen eine ReaK@stgestellt werden. Die
Testsensitivitdt ist mit einer Nachweisgrenze vom% Rindergehirn in kinstlich,
kontaminiertem Hackfleisch geringer als bei den kwrziellen Testsystemen, fur die eine
Nachweisgrenze von 0,1% Rinder-ZNS angegeben \irglse Nachweisgrenze konnte
jedoch weder von AGAZZI et al. (2002) noch von HOER et al. (2006) bestatigt
werden und ist als fraglich anzusehen. Bei der tdottung von Handelsproben waren
entgegen der Feststellung von SCHMIDT et al. (20kdipe Einflisse durch Zutaten,
Gewdurze oder Sonstiges zu beobachten. Nachteiligagdach bei der Probenuntersuchung
die Tatsache, dass das Testsystem sich nicht zant@@mierung eignete. Ein ,cut-off"
Wert von 0,1 Extinktionseinheiten wurde festgelegtd entspricht im entwickelten
Testsystem etwa der dreifachen Extinktion des ZN§dativkontrollansatzes. Dadurch
sollte eine ausreichende Testsicherheit hinsi¢htémer korrekten Ergebnisauswertung
gewéhrleistet werden. Es konnte aul3erdem eine gearae Probenvorbereitung fur das
GFAP- und das MBP-Testsystem etabliert werden,ass @in Extrakt in beiden Systemen

ohne zusatzlichen Arbeitsaufwand fur die Extraktioersucht werden kann.

Zur Gewinnung spezifischer Antiseren wurde als Imogen eine Region der
Aminosauresequenz des bovinen GFAP ausgewahlt,emsitth Rind und Schwein
unterschieden. Um die Wahrscheinlichkeit rinderggehe Antikdrper zu erhalten zu
erhohen, wurde dieser Bereich in zwei Peptide lgetad synthetisiert: bGFAP-Peptid 1
im Bereich der Aminosduren 287 bis 298 und bGFAPtBe2 im Bereich der
Aminosauren 299 bis 313. Die Immunisierung von \kaminchen mit den Peptiden
resultierte in unbefriedigend niedrigen Antikorjierhohen der Antiseren, wobei mit
bGFAP-Peptid 2 grundsatzlich etwas hohere Antiggeznerreicht werden konnten.
Ursachlich fir eine geringe Immunogenitat der REptikonnte sowohl die
Aminosaurenzusammensetzung als auch die unzureieh@&ntlRe sein, wobei bGFAP-
Peptid 2 mit den hoheren Titern drei Aminosaureng&i war. Die Herstellung von
Antikdrper-Enzym-Konjugaten aus diesen Antiseremies sich daher als ausgesprochen
schwierig. Grund dafur war wahrscheinlich die ggeinTiterh6he, weil im Rahmen der
Konjugation die per se niedrigen Antikdrpergehattarch Fallung, Kopplung und
gelchromatographische Aufreinigung weiter reduziedrden. Dies resultierte in relativ
konzentrierten Arbeitskonzentrationen und letztlicin erhdhten unspezifischen

Hintergrundreaktionen. Daher wurden die anti-bGHAdptid-Antiseren  als
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Fangerantikorper mit bGFAP-Vollprotein-Detektionskdrpern kombiniert. Antiseren fur
letztere wurden im Rahmen der Dissertation von L{2009) an der Professur fir
Milchwissenschaften gewonnen, wobei Kaninchen, ®uohevund Schafe mit bovinem
GFAP-Vollprotein immunisiert wurden, was in relatrtohen Antikdrpertitern resultierte.
Die so erstellten Testsysteme ergaben in allen Kwoatlbnen verwertbare Resultate,
wobei sich hinsichtlich der Tierartspezifitat diergEbnisse der Untersuchung von
Reinprotein tendenziell mit den Ergebnissen deretsnichung von Rohextrakten deckten.
Die fur bovines GFAP-Reinprotein ermittelte Speaifider Testsysteme lag jedoch Uber
jener fur Rindergehirnextrakt. Eine Erklarung dagirin der Tatsache zu suchen, dass zur
Gewinnung der Antiseren als Immunogen bGFAP-Retegmorerwendet wurde, welches
industriell aufgereinigt und chemisch konservietree, was in einer Strukturveranderung
resultiert haben kénnte. Fir eine Strukturveranagrim Reinprotein spricht auch die
Tatsache, dass das Reinprotein eine ausgesprodlageeinstabilitdt im Gegensatz zu
Rohextrakten aufwies, in denen auch nach eineélwiigien Lagerung bei -18 °C noch die
selbe Menge GFAP detektiert werden konnte. Ahnlgthbil war GFAP auch in
Probenmaterialien; nach einem Jahr Lagerung warRsRéch in gleicher Konzentration
extrahierbar. Dies widerspricht den Erfahrungen 8&HMIDT et al. (1999b), dass nach
einer achttagigen Lagerung nur noch eine rund 50%§AP-Aktivitdt nachweisbar sei.
In diesen Versuchen wurden die Proben jedoch bei°C4 gelagert, was die
unterschiedlichen Beobachtungen erklaren kdnntelemvorliegenden Arbeit konnte die
Problematik der Lagerstabilitdt des Reinproteingshkilagerung bei -80 °C und Lagerung
in kleinsten Mengen, so dass nur ein einmaligesatigih stattfand, minimiert werden.
Zudem unterscheiden sich die selbst hergestelltdgik@per wahrscheinlich beztiglich der

Bindungsstellen von denjenigen, mit denen SCHMID#&le(1999b) arbeiteten.

Zur Untersuchung von Rohextrakten wurde die Prokealgion nach R-Biopharm
modifiziert und so zur Extraktion von GFAP und MBBtimiert. GFAP erwies sich als
schwierig zu extrahieren, da es im Gegensatz zu MB#ches grundséatzlich allein mit
A.dest. extrahiert werden kann, nur mit SDS-A.deésung und Tween-PBS-LAsung
extrahierbar war. Mogliche Ursache hierfir ist tlietwendigkeit der Herauslésung von
GFAP aus der Zellstruktur, wofiir anscheinend nuteRgentien geeignet sind. Die
gewahlte Probenvorbereitung wies reproduzierbagelitrisse auf, so dass Schwankungen
des nachweisbaren GFAP-Gehaltes durch die Extraktisgeschlossen werden konnten.

Die verschiedenen anti-oGFAP-Peptid-Antiseren wiesavohl bei der Untersuchung von
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Reinprotein als auch von Rohextrakten vergleichlagebnisse auf. Die Eignung beider
Peptide zur Gewinnung spezifischer Antiseren konmiehgewiesen werden. Bei den
Untersuchungen erwies sich das Konjugat G5-HRPilisnal geeignet im Hinblick auf
Tierartspezifitat und Sensitivitat der Testsysterhigerbei ist erstaunlich, dass dieses
Konjugat auf Kaninchenantiserum basiert. Bei demumisierung mit bGFAP wurden
auch Schweine immunisiert, wobei man sich die Tsau nutze machen wollte, dass in
der Regel keine Antikorper gegen spezieseigeneiBproteine gebildet werden. Eine
maogliche Erklarung fur die Kreuzreaktivitdt von Sahneantiseren und daraus
hergestellten Konjugaten mit porcinem GFAP ist,sd&FAP im ZNS isoliert vom
Immunsystem vorliegt und aus diesem Grund auchk@lgereigenes Protein als fremd
erkannt wird. Bei einem Vergleich der GFAP-Konzatitmen in Gehirn und Rickenmark
bestétigte sich die Tatsache, dass aufgrund deargieméheren GFAP-Konzentration im
Ruckenmark im Vergleich zum Gehirn eine Quantifizrg des ZNS-Gehaltes prinzipiell
nur sehr eingeschrankt moglich war. Wahrend deetdohied beim Rind vergleichsweise
gering ausfiel, konnte im Ruckenmark vom Schwedogh mehr als der vierfache GFAP-
Gehalt des Gehirns nachgewiesen werden, so dagmsitives Ergebnis im Rahmen der
Probenuntersuchung sowohl auf Rinder-ZNS als aucii &chweineriickenmark
zurtckgefuhrt werden konnte. Die Untersuchung Kinfiskontaminierter, erhitzter Proben
resultierte in schwacheren Messsignalen als dieerduthung vergleichbarer kinstlich
kontaminierter, roher Proben. Die Nachweisbarkeishm mit zunehmender
Hitzebehandlung ab, wobei selbst in Vollkonserveem GFAP nachgewiesen werden
konnte. Dies bestatigte einerseits die grundséizliditzestabilitdt von GFAP, die bereits
SEYBOLDT et al. (2003) beobachtete, und andererské Feststellung von LUCKER et
al. (2000a) und SCHMIDT et al. (2001), dass die GFXktivitdit (bzw.
Antikérperbindung) mit steigender Hitzebehandlunignimmt. Die Feststellung von
WENISCH et al. (2000) und AUPPERLE et al. (2002ssI GFAP als Markerprotein zur
Diagnostik erhitzter Fleischerzeugnisse ungeeig®f konnte jedoch nicht bestatigt
werden, was in der unterschiedlichen Sensitivitébn vEnzymimmuntests und
Immunbhistologie begriindet sein kénnte. Hinsichtlidr Reaktivitat des Testsystems mit
ZNS-Material weiterer Spezies erscheint es von aflprtdass auch eine deutlich
ausgepragte Reaktivitdit mit ZNS-Material der Tiemar Schaf und Ziege festgestellt
wurde, weil auch dieses Gewebe als SRM einzustigerfVO (EG) 999/2001). Die
Reaktivitat mit ZNS-Material von Schwein, Pferd uKkdninchen konnte auch in diesem

Testsystem nicht génzlich ausgeschaltet werden, dias grundsatzliche alleinige
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Verwendung von GFAP als Markerprotein in Frageltst&éline alleinige Verwendung
dieses Testsystems ist jedenfalls im Hinblick dan&esindeutige ldentifizierung als nicht
ausreichend zu beurteilen. Aus Grinden des Verbhemschutzes wéare es entgegen der
derzeitigen Gesetzeslage ohnehin sinnvoll eine Mertang von ZNS-Material
unabhangig von der Tierart entsprechend den Leés#tir Fleisch und Fleischerzeugnisse
des Deutschen Lebensmittelbuches (2001) zu untibinZwar konnten einige Tierarten
wie z.B. Schweine bisher nicht auf natirlichem WagBSE infiziert werden, dennoch ist
eine Manifestation nicht auszuschlieen. Solchentainfizierten Tiere wirden eine
potentielle Infektionsquelle darstellen. Das enkelte Testsystem zeichnet sich durch
eine ausgesprochene ZNS-Spezifitdt aus. Die umletesa Gewebe und Organe erbrachten
negative Resultate. YEN und FIELDS (1981), SCHMIBXTal. (1999b; 2001), KELLEY
et al. (2000) und AUPPERLE et al. (2002) wiesen BRAperipheren Nerven nach. Sollte
es sich bei dem nachgewiesenen Protein tatsdamicFAP handeln, scheinen periphere
Nerven beim Nachweis des Markerproteins keine melk¢ Bedeutung zu haben, da mit
dem entwickelten Testsystem weder in der stark nnedgen Zunge sowie in der
Lendenmuskulatur noch in einer der untersuchtendelaproben Reaktivitat festgestellt
wurde. Eine weitere mdgliche Erklarung ist die Theen BIGNAMI und DAHL (1977)
und PRUSS et al. (1981), dass es sich bei dem aaobgenen Protein im peripheren
Nervensystem nicht um GFAP handelt, sondern um ransiéermediarfilamentproteine,
die mit GFAP identische Epitope besitzen. In diesath ist es wahrscheinlich, dass diese
Epitope vom entwickelten Testsystem nicht detektigerden, weil die verwendeten
Fangerantikdrper nur gegen das speziellen bGFARBePepgerichtet sind. Die
Anwendbarkeit des Testsystems bestétigte sich dreUdtersuchung von Handelsproben.
Es zeichnete sich sowohl durch geringe Variatioeffknenten als auch durch geringe
Extinktionswerte fir die untersuchten Proben unddié ZNS-Negativkontrolle aus. Die
mit Rindergehirn kinstlich kontaminierte ZNS-Posddbntrolle wies angemessene
Wiederfindungsraten an der Gehirnstandardextrakékauf. Die Tatsache, dass alle 64
untersuchten Fleischerzeugnisse negativ wareri,Mé@gsuten, dass eine Verarbeitung von
ZNS-Material heutzutage nicht mehr Ublich ist. Usdgch eine umfassende Aussage uber
die derzeitige Situation in Deutschland treffen kdnnen, waren umfangreichere
Untersuchungen notwendig. Zudem hat die zweiwochkgastante Spezifitat und
Sensitivitat des Testsystems den Vorteil, dasshigsiet Platten stets auf Vorrat bei 4 °C
gelagert werden kénnen und bei Probeneingang afatige Untersuchung erlauben.
AulRerdem konnte in der vorliegenden Arbeit der @&8HMIDT et al. (2001) ermittelte
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GFAP-Gehalt im Gehirn tendenziell bestétigt werdBer mit dem Testsystem P3/G5-
HRP ermittelte GFAP-Gehalt von durchschnittlichQDhg/mg im Gehirn ist mit dem von
SCHMIDT et al. (2001) ermittelten Wert von 574 ng/mozw. 710 ng/mg vergleichbar.
Die Ergebnisse der Charakterisierung der Antiké@perzifitat mittels Immunoblot
unterscheiden sich von jenen im Enzymimmuntest.dgeiMethodik des Immunoblots ist
zu bericksichtigen, dass die Detektion nur tUbee dfnoteinbindungsstelle stattfindet,
wodurch die Anzahl unspezifischer Bindungen erhédid die Sensitivitdt herabgesetzt
wird. Eine weitere Ursache fir verschiedene Ergedmist in der Tatsache zu suchen, dass
bei der Elektrophorese des GFAP nicht das Proteis@ches mit seiner urspringlichen
Tertiarstruktur auf der Membran vorliegt, sonders euvor im Rahmen der
Probenvorbereitung denaturiert und reduziert wuiigdurch weist es von vorneherein
eine andere Reaktivitdt auf als das im SandwichyBmnmuntest verwendete ,native”
Protein. Problematisch bei der Durchfihrung des umoblots ist aul3erdem die
Auftrennung exakt definierter Proteingehalte, darb&lotting kein gleichméfiger und
vollstandiger Transfer der Proteine aus dem GeldsiMembran gesichert werden kann.
Bei ungleichmafiigem Druck kdnnen Proteine im Gebletben oder in die Pufferldsung
Ubergehen. Als problematisch erwies sich auch dabdhauftrag von Rohextrakten, weil
das verwendete Extraktionsmittel SDS auf den Vaggder Elektrophorese storend wirkte.
Eine Verdinnung der Extrakte in A. dest. konnteselieProblem minimieren. Auch ein
sorgféaltiges Entfetten der Rohextrakte war unbadmgwendig, um Storeinflisse und
Blockaden in der Elektrophorese zu verhindern. Midt GFAP-Banden nach der
Elektrophorese erklaren sich als Folge eines Zsrfabn GFAP in Untereinheiten
geringerer GroRe. Dies wurde auch von DAHL und BABN (1975), GOLDMAN et al.
(1978) und ALBRECHTSEN et al. (1984) in humanem @®FBeschrieben, die diese
Beobachtung durch die Neigung von GFAP zu postriesrt®ialyse erklarten. Die
Reaktivitat der Antikorper konnte in der vorliegendArbeit nur qualitativ abgeschatzt
werden, weil die Auswertung der Membranen nach demmunoblot visuell erfolgte.
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse des Immtsdkdme Aussagen Uber die

Eignung bzw. die Spezifitat der Antikbrper im Enzgmmuntest zu.
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5.2 Erstellung eines MBP-Sandwich-Enzymimmuntests

Bei der Suche nach einem weiteren geeigneten Mandtein zum Nachweis von SRM in
Lebensmitteln erschien MBP aussichtsreich zu sémm Vorteil ist bei Verwendung von
MBP dessen Tierartspezifitat und Hitzestabilitéd, dass in rohen und in erhitzten
Lebensmitteln wiederkduerspezifisch Nervengewebehgewiesen werden kann. Ein
weiterer Vorteil von MBP im Vergleich zu GFAP istass mit dessen Hilfe der ZNS-
Gehalt in untersuchten Proben aufgrund einer gte#ddigen Verteilung im ZNS
quantifiziert werden kann. Zudem lagen im Hinbliekf die Eignung von MBP als
Markerprotein positive Ergebnisse der immunhist@oigen Untersuchung von HERDE et
al. (2005) vor. Nachtteilig erschien die Tatsaadi@ss MBP nicht nur im ZNS, sondern
auch im peripheren Nervensystem vorliegt. AuRertigan wenige Erfahrungen tber den
ZNS-Nachweis mittels MBP vor. Einzig ein von HOLTBEER (2004) entwickelter
indirekter Enzymimmuntest basiert auf dem Nachweis MBP. Dieser hat einerseits den
Nachteil einer langen Testdauer, da vor der eigdreth Untersuchung eine Inkubation der
Mikrotiterplatten mit dem Probenextrakt stattfindetuss, und andererseits eine geringe
Empfindlichkeit. AulRerdem werden bei einem Antigacimveis Uber nur eine
Bindungsstelle wie im indirekten Enzymimmuntest lauanspezifische Bindungen
detektiert, was neben der unspezifischen Hintedpeaktion zu einem hohen Anteil
falsch-positiver Ergebnisse fuhrt. In der vorlieden Arbeit sollte ein Sandwich-
Enzymimmuntest zum Nachweis von MBP in Fleischegn&sen entwickelt werden. Der
entwickelte MBP-Sandwich-Enzymimmuntest hat gegenidlen kommerziell erhaltlichen
Testsystemen den Vorteil wiederkéauerspezifisch ean, da er keinerlei Reaktivitat mit
anderen Tierarten aufweist, bei gleicher SensitiviDas Testsystem detektiert 0,1%
Rinder-ZNS in rohen, kinstlich kontaminierten Pmob@ulerdem eignet es sich zur
Quantifizierung des ZNS-Gehaltes, weil sich begtétidass der MBP-Gehalt im Gehirn
mit jenem in Ruckenmark vergleichbar war. Ein weité/orteil ist die unproblematische
Extrahierung von MBP im Vergleich zu GFAP. Der Nimthdes Tests gegeniber anderen
Testsystemen, die auf einem GFAP-Nachweis beruti@ss MBP nicht ZNS-spezifisch
ist, erwies sich als unbedeutend. Es konnte kemek#itat mit Zunge, Muskulatur oder
untersuchten Handelsproben festgestellt werdere Eibgliche Erklarung ist, dass MBP in
peripheren Nerven eine andere Loslichkeit aufwadsim ZNS. Ein Vorteil im Vergleich
zu dem von HOLTBECKER (2004) entwickelten Testsysist die Tatsache, dass eine
sofortige Untersuchung durchgefuhrt werden kann.
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Mit dem entwickelten MBP-Sandwich-Enzymimmuntesnkte die von EYLAR et al.
(1970) und GROOME et al. (1980) beschriebene Hiégitat und Widerstandsfahigkeit
gegenuber Chemikalien von MBP grundsatzlich begtaterden. Das Testsystem eignete
sich zur Untersuchung von erhitztem, kinstlich komniertem Hackfleisch, wobei jedoch
mit zunehmendem Erhitzungsgrad ein geringgradigers@vitatsverlust zu beobachten
war. Entgegen der These von AUPPERLE et al. (20025s MBP sich nicht als
Markerprotein zur Untersuchung erhitzter Fleischagnisse eignet, konnte hier
festgestellt werden, dass sich MBP auch zum ZNSiNais in erhitzten Proben eignet.
Ursache fur die widersprichlichen Ergebnisse in imhistologie und Immunchemie
konnten methodischen Ursprungs sein. Bei der Sabtlung von Einzelhandelsproben
waren keine Einflisse durch Gewirze, Zutaten odemnstyes zu beobachten. Zur
Auswertung der Untersuchung von Handelsproben wuaide,cut-off* Wert von 0,1
Extinktionseinheiten festgelegt, der der drei- Bbimffachen Extinktion des ZNS-
Negativkontrollansatzes entspricht. Dadurch soltme ausreichende Testsicherheit
hinsichtlich einer korrekten Ergebnisauswertung &@aeistet werden. Mit dem MBP-
Sandwich-Enzymimmuntest konnte ein Testsystem figr Routineuntersuchung von
Fleischerzeugnissen im Hinblick auf eine mdglichentamination mit Wiederkauer-ZNS
etabliert werden.

Bei der Erstellung des Sandwich-Enzymimmuntests iesrwsich die Gewinnung
spezifischer Antiseren als problematisch. Es bestha Gefahr durch MBP-Applikation
im Rahmen der Immunisierung in den Kaninchen einteder humanen Multiple Sklerose
vergleichbare experimentelle allergische Enzephgditis zu induzieren (RIVERS und
SCHWENTKER, 1935). Im Tiermodell der Multiple Skise wird eine Impfdosis von
500 pg pro Tier verwendet (NAJEME et al., 1997).eigenen Versuchen wurde eine
Impfdosis von 250 pg pro Tier eingesetzt, wobein&si der drei Tiere im
Immunisierungsverlauf Krankheitsanzeichen zeigte. &ti-MBP-Antiseren zweier Tiere
eigneten sich nicht zur Verwendung in Antikérperzigm-Konjugaten, da unspezifische
Reaktionen zwischen Antikérper-Enzym-Konjugat undm®im Testsystem festgestellt
wurden. Ursachlich erscheint hierbei der niedrigatilrpergehalt dieser beiden
Antiseren, der durch Konjugation und gelchromatphrsche Aufreinigung reduziert
wurde. Hohe Konjugatverdinnungen konnten in dieseall nicht unerwinschte
Bindungsreaktionen eliminieren. Das Antikdrper-Emzionjugat des dritten Tieres, bei

dem die Immunisierung in hohen Antiserentitern htéste, erzielte praktisch in jeder
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Testanordnung brauchbare Resultate. Bei der Umfeusi)yg von MBP-Reinprotein,
Gehirnextrakten und Extrakten aus kinstlich konteeniem Hackfleisch war zu
beobachten, dass das Testsystem unter Verwendung bewinem und porcinem
Reinprotein eine geringere Tierartspezifitdt ausniEine mdogliche Erklarung ist in der
Tatsache zu suchen, dass die industriell aufggtemi und chemisch konservierten
Reinproteine eine geédnderte Reaktivitat zeigen. Uneerschiede zwischen bovinem und
porcinem Protein kénnten dadurch reduziert wordein. §~ir eine Strukturverdnderung
des Reinproteins spricht bei MBP die bereits bei ABF beobachtete geringe
Lagerstabilitat. Wahrend im Rohextrakt nach eingdnr Lagerung bei -18 °C der
urspringliche MBP-Gehalt nachgewiesen wurde, kommtder Reinproteinldsung nach
wenigen Wochen bereits nur noch ein reduzierter NE&Ralt nachgewiesen werden.
Durch Lagerung kleinster Mengen bei -80 °C konnieses Problem jedoch behoben
werden. Unterstitzt wird die These einer untersiiitleen Struktur des MBPs in
Reinproteinlésung und Rohextrakt durch KURSULA (2DQer beschreibt, dass MBP in
wassriger Losung relativ ungefaltet vorliegt, waltrees in Gegenwart von Lipiden eine
Tendenz zu Faltstruktur aufweist. Hinsichtlich dRaktivitdt des Testsystems mit ZNS-
Material anderer Spezies konnte neben Rind, nuh meaktivitat mit ZNS-Material von
Schaf und Ziege festgestellt werden. Dies erschaintVorteil, da auch dieses als SRM
einzustufen ist (VO (EG) 999/2001). Trotz zahlreichmethodischer Unterschiede zum
Sandwich-Enzymimmuntest lassen die Ergebnisse ddnaraRterisierung der
Antikorperspezifitdt mittels Immunoblot vermuten,asd die Tierartspezifitdt des
Sandwich-Enzymimmuntests vorwiegend auf der Spéarifides verwendeten
monoklonalen Antikérpers beruht. Wahrend die paiyidlen Antikérper grundsatzlich
bovines und porcines Protein detektierten, zeigte rdonoklonale Antikérper keinerlei

Reaktivitat mit porcinem MBP.

5.3 Praktische Anwendbarkeit der Testsysteme

Sowohl das Testsystem zum Nachweis von bGFAP als @as Testsystem zum Nachweis
von bMBP eignen sich fir die Untersuchung von Eleszeugnissen. Weiterhin konnten
mit den Testsystemen Hautcremes und Fruchtgummigiibbegen untersucht werden.
Zwar werden etwa 80% der essbaren Gelatine in wsiap Schweinehaut gewonnen, aber

rund 15% sind bovinen Ursprungs, wodurch auch acligummizubereitungen eine
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Untersuchung auf eine potentielle Kontamination 8RM erforderlich zu sein scheint
(TASARA et al., 2005). Insgesamt betrachtet liefiaralle untersuchten Proben negative
Ergebnisse. Es konnten keine Einflisse von Gewuoziem Zutaten auf die Testsysteme
beobachtet werden. Auch die Fleischspezies spkeltee Rolle. Die Reaktivitat von MBP-
Testsystemen mit peripherem Nervengewebe ist imlieggnden MBP-Sandwich-
Enzymimmuntest unbedeutend. Alle untersuchten Prot@en eindeutig negativ. Dies
wurde auch beim Einsatz von stark innervierter lesmduskulatur bestétigt, da auch hier
das Ergebnis stets negativ war. Eine mogliche Erkigkonnte in der Tatsache zu suchen
sein, dass der Gehalt an peripherem Nerv in Flergzelugnissen per se unterhalb der
Nachweisgrenze des MBP-Testsystems von 0,1% Ridd&rdiegt. Wahrscheinlicher ist
jedoch, dass die Loslichkeit des Markerproteins MiBPeripherem Nerv sich von der im
ZNS unterscheidet. Ursachlich koénnte eine andendiargtruktur des MBPs oder ein
raumlich getrenntes Vorkommen der verschiedeneonsen des MBPs sein. Dies wirde
auch erklaren warum die von HOLTBECKER (2004) bestiene Reaktion mit stark
innerviertem Zungengewebe ausblieb. In dem MBP-@aidEnzymimmuntest war die
Untersuchung von Rinderzunge stets negativ. Mit d&RP-Sandwich-Enzymimmuntest
steht ein wiederkduerspezifisches und sensitivestsyeem zur Verfligung, mit dem
zusatzlich noch der ZNS-Gehalt quantifiziert werdédnnte. Aufgrund dieser
Testeigenschaften eignet sich das Testsystem zl@inigen Untersuchung von
Handelsproben auf einen Zusatz von SRM. Im Fallespositiven Ergebnisses kénnte ein
anschlielend durchgefuhrter ZNS-spezifischer GFARd®&ich-Enzymimmuntest das
Ergebnis bestatigen und aufgrund der unterschiegtid<reuzreaktivitat aufklaren, ob es
sich um ZNS von Rind, Schaf oder Ziege handeltd8eiestsysteme sind schnell und
einfach -ohne grolR3en technischen Aufwand und olesoriders geschultes Personal-
durchzufihren und eignen sich fir die Routinediatjao Nach dem Probeneingang
konnen die Proben umgehend extrahiert und untersuerten. Eine Untersuchung von 30
Proben im  MBP-Sandwich-Enzymimmuntest nimmt  insgesa (inklusive
Probenvorbereitung) etwa finf Stunden in Ansprucidirekte enzymimmunologische
Testsysteme wie zum Beispiel von HOLTBECKER (2004kchrieben, bei denen die
Mikrotiterplatten mit dem Probenextrakt beschichietrden, haben den Nachteil einer
langen Testdauer von ca. 24 Stunden. Zuséatzlictheirst es problematisch, dass die
Markerproteine nur Uber einseitige Detektion naghigeen werden. Eine zweiseitige
Detektion wie im Sandwich-Enzymimmuntestsystemiristier Regel das sensitivere und

spezifischere Verfahren. Die kommerziell erhaldinhTestsysteme stehen zwar im Typ
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eines Sandwich-Enzymimmuntests, aber beruhen derakeinem GFAP-Nachweis und
weisen eine unzureichende Tierartspezifitdt aufr DBP-Sandwich-Enzymimmuntest
zeichnet sich durch eine sehr hohe Tierartspezifgiivergleichbarer Nachweisgrenze von
0,1% Rinder-ZNS aus. Aber auch der auf bGFAP-Pdpimgerantikdrpern beruhende
GFAP-Sandwich-Enzymimmuntest stellt eine deutlisfebesserung der kommerziellen
Testsysteme dar, weil er wesentlich spezifischteiSemit steht mit dem MBP-Sandwich-
Enzymimmuntest, aber auch mit dem GFAP-Sandwichy@imamuntest, ein deutlich

verbessertes Testsystem zur Routineuntersuchunglemtherzeugnissen zur Verfligung.

Schlussfolgernd ergab sich:

1. Aufgrund ihrer Eigenschaften sind sowohl das basiddyelinprotein als auch das
Saure Gliafaserprotein geeignete Marker fiir denhMaes von Spezifiziertem
Risikomaterial in Fleischerzeugnissen.

2. Der MBP-Sandwich-Enzymimmuntest ermdoglicht einen nsgezen  und
spezifischen Nachweis von bovinem Nervengewebe wenudglicht dessen
Quantifizierung.

3. Der GFAP-Sandwich-Enzymimmuntest ermdglicht eineezgischen Nachweis
von bovinem ZNS-Material.

4. Eine Anwendung ist bei rohen und erhitzten Fleisohiggnissen, Fruchtgummis
und Hautcremes maglich.

5. Im Gegensatz zu anderen Ansatzen zur Entwicklumgsespeziesspezifischen
Nachweisverfahrens von bovinem ZNS-Material in $8berzeugnissen handelt es

sich um ein praxistaugliches und unaufwendiges Waverfahren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden neuartige Immatgeim Format des Sandwich-
Enzymimmuntests fur saures Gliafaserprotein (GFARY basisches Myelinprotein
(MBP) entwickelt. Nach einheitlicher, einfach duzdfilhrender Extraktion des
Probenmaterials mit 1% SDS/A.dest.-Losung war étheser Nachweis von bovinem
ZNS im Konzentrationsbereich von 0,1% im MBP-Testsgn und von 0,5% im GFAP-
Testsystem maoglich. Das Testsystem fur GFAP waist Hinblick auf bestehende
Testsysteme, insbesondere im Vergleich zu kommEzi&FAP-Nachweissystemen, eine
generell deutlich verbesserte Tierart- und Gewedm8fit bei vergleichbarer
Nachweisempfindlichkeit auf. Mit diesem Testsystminein allgemeiner Nachweis von
Saugetier-ZNS im Probenmaterial maglich. Das Testsy fir MBP eignet sich hingegen
zum spezifischen Nachweis von Wiederkauer-ZNS utellt sdas erste praktikable
Testsystem im Standard-Format eines Sandwich-Emagmintests fur MBP dar. ZNS-
Materialien verschiedener Lokalisation (Gehirn, kdimomark) ergeben in diesem
Testsystem quantitativ gleiche Ergebnisse, so dafl @uantifizierung des ZNS-Gehaltes
von untersuchten Proben moglich ist. Die Anwendbiarter Testsysteme wurde anhand
kunstlich kontaminierter Proben und anhand von iBpagben geprift. Beide Systeme
eignen sich zum Nachweis von ZNS-Material in nichthitzten, in erhitzten
(Vollkonserve) sowie in komplex verarbeiteten Lehmaiiteln. Somit eigenen sich die
entwickelten Testsysteme grundsatzlich fir einatdrAnwendung. Der Einsatz dieser
Testsysteme, insbesondere in Kombination, ermdglie@ne Verbesserung der
Nachweissicherheit in der Routineuntersuchung vebebsmitteln auf Zusatze von ZNS-
Material sowie eine vorlaufige Differenzierung hoidlich der Herkunft des ZNS-
Materials. Aufgrund der einfachen Anwendbarkeit @estsysteme und der Testdauer (ca.
5 h, einschlie3lich Probenvorbereitung von bis BuR3oben) wird ein Einsatz dieser

Verfahren vor allem als Screeningtest vorgeschlagen
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7 SUMMARY

The present study describes the development oflnowaunoassays on the basis of
sandwich-enzymimmunoassays (S-EIA) for glial filary acidic protein (GFAP) and
myelin basic protein (MBP). Employing a standardizeimple extraction procedure for
sample material with 1% aqueous SDS solution, wentral nervous system (CNS)
tissue could be detected in minced meat at a cioratiem as low as 0,1% in the MBP
assay, and at a concentration of 0,5 % in the G&ggay. With regard to already existing
assays, especially compared with commercial GFARctien test kits, the assay for
GFAP had a similar test sensitivity but consideyatyiproved characteristics in aspects of
species-specificity and tissue-specificity. Thisasprovided a generic detection method
for mammalian CNS tissue in sample material. Intiamt, the assay for MBP is applicable
for the specific detection of ruminant CNS tissameg represents the first practicable assay
in the standard format of a sandwich-enzymimmureader MBP. CNS tissues of
different localizations (brain, spinal cord) gavwgaqtitatively similar results in this assay,
so that a quantification of the CNS content in feathples is possible. The applicability of
these assays was examined using artificially comated meat sample material and by
commercial samples. Both systems are suitableh@rdetection of CNS tissue in non-
heated, heated and complexly manufactured foodsttitierefore, the developed assays
are inherently suitable for an extensive applicatiBarticularly in combination, these
assays provide an improved means for routine chrtwoensure the absence of bovine
CNS contamination of foodstuffs. They also enablereliminary differentiation with
regard to the species origin of the CNS tissue.tébis developed in this study can be used
as screening tests for CNS because of the simgilgotecedure and the relatively fast test

time (about 5 hours, including sample preparatiompoto 30 samples).
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ABI.

A. dest.
BGBI.
bGFAP
BgVvVv

BLK
bMBP
BMELV
BMVEL
BSA
BSE
CJD
cm
CWD
DEFRA
DLG
DVG
EAE
EEG
EG

EIA

EU
FAME
FFI
FSE

GC-MS
GFAP
GSSS

Amtsblatt der Europaischen Union
Aqua destillatadestilliertes Wasser
Bundesgesetzblatt

bovine Glial fibrillary acidic protein, bowes saures Gliafaserprotein

Bundesinstitut far gesundheitlichen Verbrausithutz

Veterinarmedizin

Blank, Leerwert

bovine Myelin basic protein, bovines basisdigelinprotein

und

Bundesministerium fur Erndhrung, Landwirtstthand Verbraucherschutz

Bundesministerium fur Verbraucherschutz, BEming und Landwirtschaft

Bovines Serumalbumin
Bovine Spongiforme Enzephalopathie
Creutzfeldt-Jakob Disease, Creutzfeldt-JakadmKineit

Zentimeter

Chronic wasting disease, chronische Schwundtk@ihder Zerviden

Department for Environment, Food and Rurdb#$
Deutsche Landwirtschaftsgesellschaft e.V.
Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft e.V
Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
Elektroenzephalogramm

Europaische Gemeinschatft

Enzymimmunoassay, Enzymimmuntest
Europaische Union

Fatty acid methyl ester, Fettsauremethylester
Fatale Familiare Insomnie

Feline Spongiforme Enzephalopathie
Erd(schwere)beschleunigung (Gravitas, Einheit®m/s
Gramm
Gaschromatographie-Massenspektroskopie

Glial fibrillary acidic protein, saures Gligkrprotein

Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom
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h Stunde(n)

hMBP humanes Myelin basic protein, humanes bassskhelinprotein

HRP Horseradish Peroxidase, Meerrettichperoxidase

19G Immunglobulin G

kDa Kilodalton

kg Kilogramm

KLH Keyhole Limpet Hemocyanin

I Liter

LDS Lithiumdodecylsulfat

LS Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse dekeutschen

Lebensmittelbuches

M molar

max. maximal

MBP Myelin basic protein, basisches Myelinprotein
mg Milligramm

min Minuten

min. minimal

ml Milliliter

mm Millimeter

MS Multiple Sklerose

MW Mittelwert (arithmetisches Mittel)

ug Mikrogramm

n Anzahl

NF Neurofilament

ng Nanogramm

n.g. nicht geeignet

nm Nanometer

NSE Neuronenspezifische Enolase

n.u. nicht untersucht

OIE Office international des epizooties, World Qngation for Animal Health
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphate buffered saline, Phosphat gepuiertksalzlosung

PCR Polymerase chain reaction, Polymeraseketteimvaak
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pGFAP porcine Glial fibrillary acidic protein, pones saures Gliafaserprotein
pMBP porcine Myelin basic protein, porcines baseschyelinprotein

Prion proteinaceous infectious particle

PrPc zellulares Prionenprotein (phsiologisch)

PrPsc scrapie-assoziertes Prionenprotein (pathogen)

Rd Rindergehirnextrakt

RFLP Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

RNA Ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

S Molekulargewichtsmarkerprotein

SBM Specified bovine materials

SBO Specified bovine offals

S-EIA Sandwich-Enzymimmunoassay, Sandwich-Enzymimest

SD Standard deviation, Standardabweichung

SDS Sodiumdodecylsulfat

Sl Statutory Instrument

SRM Spezifiziertes Risikomaterial

SSC Scientific Steering Committee

Sw Schweinegehirnextrakt

TBS Tris buffered saline, Tris gepufferte Kochsddzing

TMB Tetramethylbenzidin

TME Transmissible Mink Encephalopathy, Ubertraghideezenzephalopathie
TSE Transmissible Spongiforme Enzephalopathie

UK United Kingdom, Vereinigtes Konigreich Grof3britaen und Nordirland
vCJD neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

VO Verordnung

ZNS Zentrales Nervensystem
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